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Depuis quelques années, les affections du système nerveux central occupent
une place importante dans les pays industrialisés. En effet, la maladie d’Alzheimer et
le diabète mellitus sont des pathologies de plus en plus répandues et ce, subséquem
ment au vieillissement de la population. Bien que les causes exactes de ces maladies
demeurent inconnues, nous proposons qu’une mauvaise régulation des récepteurs
pour le neurotransmetteur au glutamate soit à l’origine de ces atteintes cérébrales.
Dans le but de vérifier cette hypothèse, nous avons examiné l’impact du diabète de
type 1, présent chez les souris non obèse diabétique (NOD) prédisposée génétique
ment à ce type de diabète, de même que l’absence de l’apolipoprotéine E (apoE) sur
le système glutamatergiques. Utilisant la potentialisation à long terme (PLI) comme
modèle expérimental de la mémoire, nous avons constaté que le statut anormal en
apoE et le désordre métabolique observé lors du diabète étaient à même de modifier
l’expression de ce phénomène électrophysiologique au niveau de la région CAl de
l’hippocampe. Sur le plan biochimique, cette perte de PLI serait corrélée, dans le cas
du diabète, à l’altération des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (RNMDA) alors que
chez les souris déficientes en apoE, ce déficit serait plutôt associé à une mauvaise
régulation des récepteurs a-amino-3 -hydroxy-5 -methylisoxazole-4-propionique
(RAIvWA) par l’environnement lipidique.
iv
Bien que les récepteurs glutamatergiques semblent bel et bien à l’origine des
problèmes cognitifs présents chez les animaux atteints du diabète et de la maladie
d’Alzheimer, notre compréhension des mécanismes cellulaires responsables de la
régulation de ces récepteurs demeure incomplète. Puisque depuis quelques années on
reconnaît aux inositols un rôle dans les processus de signalisation cellulaire et dans le
mouvement des vésicules synaptiques, nous nous sommes intéressés à l’effet de cer
tains inositols, et plus précisément de l’inositol hexakisphosphate (InsP6), sur ta dis
tribution subcellulaire des RAMPA et RNTvIDA. Selon notre étude, l’InsP6 favorise-
fait l’accumulation des RAMPA au niveau de la synapse et ce, au détriment des ré
serves intracellulaires. Puisque cet effet semble spécifique aux RAMPA, nous propo
Sons que ce métabolite cellulaire affecte la neurotransmission excitatrice assurée par
ces récepteurs et améliore la communication neuronale sous-jacente à la formation
des souvenirs.
À la lumière des résultats obtenus, nous suggérons que les troubles cognitifs
observés lors du diabète et de la maladie d’Alzheimer soient tributaires des modifica
tions du système glutamatergique. De plus, puisque la concentration d’inositol varie
dans ces deux pathologies et que cette molécule modifie les RAMPA, nous proposons
que ces métabolites cellulaires soient à même de modifier le système glutamatergique
et de contribuer aux processus d’apprentissage et de mémorisation.
Mots clés: Hippocampe, Maladie d’Mzheimer, Apolipoprotéine E, Plasticité,
Diabète, Souris NOD, Inositol phosphate, Clathrine, Récepteur
AMPA, Récepteur NMDA.
VAbstract
Throughout the years, the interest for Alzheimer’s disease and diabetes has
grown rapidly, especially with ageing of the population. Even thought the exact
causes of the neuronal vulnerability observed during these pathology are stiil un
known, we suggest that the cognitive disorders reported during these diseases might
be related to the glutamatergic system, particularly to the regulation of AMPA and
NMDA receptor. b verify this hypothesis, we examined whether brain glutamate
receptors and long-term potentiation (LTP) were altered in the hippocampus ofapoli
poprotein E (apoE) knock-out mice, a model ofAlzheimer’s disease, as well as in non
obese diabetic (NOD) mice, a genetic model of type I diabetes.
Our electrophysiological analyses demonstrated that the LTP induced in the
CAl hippocampal region by a theta-burst stimulation was lower for young apoE
knock-out mice as well as for NOD mice. Moreover, this LTP defect in NOD mice
was correlated to an increase in the N-méthyl-D-aspartate (NMDA) binding sites
while it was associated to an impairment ofa-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-
propionique (AMPA) receptor regulation by the lipid environment for the apoE
knock-out mice.
vi
In order to understand the cellular mechanisms underlying glutamatergic te
ceptor regulation, we studied the effect of different inositols, especially the D-myo
inositol-(1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate (InsP6) which is one ofthe most abundant, on
AMPA and MvIDA receptor properties. In this study, we demonstrated that InsP6
specifically regulates AMPA receptor distribution between synaptic and microsomal
fraction by promoting an accumulation of these receptors into the synapse, an effect
that could be regulated by clathrin-dependant mechanisms.
Taken together, our resuits suggest that the cognitive disorders observed dur
ing diabetes and Alzheimer’s disease are associated to a modification of AIVWA and
NMDA receptor regulation. furthermore, since inositol phosphate concentration is
aftered in these pathologies and that InsP6 alters AIvWA receptor modulation, we pro
pose that inositol could affect the glutamatergic system and thereby be involved in
learning and memory.
Key words: Hippocampus, Alzheimer’ s disease, Apolipoprotein E, Plasticity,
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OBJECTIFS DE LA THÈSE
2Introduction
Généralités
Malgré les nombreux progrès réalisés dans le domaine des neurosciences, le
cerveau demeure un organe complexe dont la compréhension évolue de jours en
jours. Bien qu’il soit responsable du bon fonctionnement de l’organisme, le cerveau
est aussi le site d’apparition de plusieurs maladies neurodégénératives qui vont mener
progressivement à la détérioration des fonctions cérébrales supérieures. Dans cet
ouvrage, nous nous sommes principalement intéressés aux déficits cognitifs observés
lors de la maladie d’Alzheimer et du diabète de type 1, et plus particulièrement à
l’impact de ces pathologies sur le système glutamatergique présent dans
l’hippocampe.
Afin de bien situer les lecteurs, nous ferons un rapide survol des caractéristi
ques physiopathologiques de ces deux maladies mais, tout d’abord, nous réviserons
dans la première partie de l’introduction les caractéristiques de la structure hippo
campale et du système glutamatergique, de même que leurs rôles respectifs dans les
mécanismes de potentialisation et de dépression à long terme (PLT et DLT). De plus,
puisque nous suggérons que les myo-inositols puissent affecter les caractéristiques du
système glutamatergique, une section de l’introduction sera consacrée à la description
3de ces métabolites cellulaires responsables du bon fonctionnement du SNC. Une fois
ces bases établies, les chapitres deux et trois seront consacrés à la présentation des
résultats obtenus lors de nos études électrophysiologiques et biochimiques conduites
sur différents modèles animaux. finalement, la dernière partie de cet ouvrage sera
entièrement dédiée à la discussion et à l’intégration de l’ensemble des résultats obte
nus. Vu l’intérêt croissant accordé au système glutamatergique dans le domaine
pharmaceutique, nous espérons par ces observations avoir démontré l’importance de
ce système excitateur dans les processus d’apprentissage et de mémorisation.
L ‘hippocampe et son importance dans les processus de mé
morisation
La plupart des connaissances que nous accumulons au cours de notre vie sont
acquises par l’expérience et maintenues grâce à la mémoire. Toutefois, le processus
de mémorisation n’est pas seulement une méthode d’enregistrement; il permet à
l’humain de s’instruire et de transmettre des informations de génération en généra
tion. Bien que cette propriété du système nerveux centrale (SNC) soit bénéfique, la
mémoire peut aussi être responsable des troubles psychologiques et émotionnels me
nant à la perte de son identité et de sa propre histoire.
Bien qu’il existe encore des incertitudes quant au nombre de systèmes impli
qués dans le phénomène de mémorisation, les chercheurs se sont mis d’accord sur la
terminologie à utiliser pour désigner ce processus mnésique. Dans un premier cas, la
mémoire des événements, des visages et des idées est nommée mémoire déclarative.
Plus précisément, elle réfère aux souvenirs conscients qui peuvent être déclarés,
4c’est-à-dire exprimés sous la forme de propositions verbales. Dans un deuxième cas,
la mémoire non verbale est associée à la mémoire des habiletés physiques c’est-à-dire
qu’elle réfère à des souvenirs non conscients comme le fait de rouler à bicyclette ou
encore de marcher. Lors de l’apprentissage, ces gestes nécessitent beaucoup
d’attention et de concentration mais une fois acquises, ces habiletés sont stockées
sous forme de mémoire non déclarative. Par exemple, il n’est pas nécessaire de se
rappeler consciemment de mettre un pied devant l’autre lorsque l’on se déplace.
Telles que décrites ci-dessus, les caractéristiques de la mémoire déclarative et
non déclarative sont bien définies. Toutefois, il en est autrement pour leur localisa
tion à l’intérieur du SNC. Dans le cas de la mémoire non déclarative, le stockage de
ce type d’information se fait au niveau de l’amygdale, du cervelet et du striatum.
Concernant la mémoire déclarative, la perception et le traitement de ces données né
cessitent l’implication de plusieurs aires corticales. Par exemple, une région précise
du SNC serait impliquée dans le traitement de la couleur de l’objet à mémoriser alors
qu’une autre serait responsable de sa forme. Par la suite, ces différentes aires cortica
les sont reliées entre elles par une région du lobe temporale interne dans le but de
former une représentation globale de l’objet; il s’agit de l’hippocampe. Selon cette
conception, l’hippocampe permettrait aux aires corticales d’être interconnectées pour
une période de temps allant de quelques jours à quelques mois, et ce afin de consoli
der l’information qui sera par la suite emmagasinée à très long terme. C’est d’ailleurs
pour cette raison que des lésions de l’hippocampe n’altèrent pas les souvenirs datant
de plusieurs années.
Structures anatomiques de l’hippocampe
5
L’hippocampe, cette formation hautement spécialisée présente sur la face in
terne du lobe temporal, est formé de deux structures s’emboîtant l’une dans l’autre:
la corne d’Ammon (CA) et le gyrus dentelé. Composée essentiellement de cellules
pyramidales et d’interneurones, la corne d’Amon est subdivisée en quatre parties dis
tinctes nommées CAl, CA2, CA3 et CA4, lesquelles sont caractérisées selon la mor
phologie des cellules qui y sont retrouvées (Figure 1).
Par exemple, la région CAl est constituée d’une double rangée de cellules py
ramidales isolées de taille moyeime alors que des cellules larges et denses sont re
trouvées dans la région CA2 hippocampale. Quant au gyrus dentelé, cette structure
Figure 1: L’hippocampe et ses connexions intrahippocampales
(adaptée de OKeefe and Nadel, 197$)
6est la porte d’entrée de l’information provenant du cortex entorhinal et elle est com
posée principalement des cellules granulaires et des cellules baskets de Cajal.
Sur le plan organisationnel, les caractéristiques morphologiques des cellules
de l’hippocampe permettent de séparer cette structure en cinq régions. De l’extérieur
vers l’intérieur, on retrouve l’aÏveus, composé des axones des cellules pyramidales, la
couche oriens où sont présentes les dendrites et les intemeurones, et la couche pyra
midale, contenant les corps cellulaires des cellules pyramidales. finalement, les deux
dernières couches sont nommées couche radiatum et lacunosum/molecztlare où l’on
retrouve respectivement les segments proximaux et distaux de l’arbre dendritique








de la région CAl
Figure 2 : Représentation schématique
des différentes couches présentes dans
la formation hippocampale (adaptée de
O’Keefe and Nadel, 197$)
7L’hippocampe et ses connexions intrahippocampales
Tel que mentionné précédemment, l’une des principales fonctions de
l’hippocampe est de relier les différentes aires corticales impliquées dans le stockage
de l’information. Pour se faire, l’information entre et sort de la structure hippocam
pale par l’intermédiaire de trois voies excitatrices. La première, la voie perforante,
origine du cortex entorhinal et se termine au niveau des cellules granulaires du gyms
dentelé. La deuxième, la voie des fibres moussues, relie les cellules granulaires pré
sentes dans le gyms dentelé aux dendrites des cellules pyramidales de la région CA3
et finalement, la troisième, la voie des collatérales de Schaffer, relie les cellules py
ramidales de la région CA3 aux dendrites apicales de la région CAl. Par la suite, la
communication avec les autres aires corticales est assurée par les cellules de la région
CAl dont les prolongements vont atteindre le thalamus puis être redirigés vers les
aires appropriées (figure 1).
De l’hippocampe à la potentîalisation neuronale
Les premiers indices concernant l’implication de l’hippocampe dans les pro
cessus de mémorisation proviennent d’un patient épileptique connu sous le nom de
Hivi. Suite à une intervention chirurgicale qui le priva de son hippocampe, les spécia
listes ont vite constaté que l’ablation de cette structure altérait grandement la mé
moire de ce patient. Par la suite, différents examens neurologiques menés par la psy
chologue Brenda Milner de l’Institut neurologique de Montréal ont décelé que le pa
tient était incapable d’emmagasiner de nouvelles informations mais qu’il était apte à
$se souvenir de certains événements survenus précocement dans sa vie. C’est
d’ailleurs avec ce diagnostique d’amnésie antérograde que les scientifiques ont pro
posé que l’hippocampe soit indispensable à la consolidation et au stockage de nouvel
les informations (Purves and Roucoux 1999).
Bien que cette chirurgie ait permis de mieux comprendre l’implication de
l’hippocampe dans la formation des nouveaux souvenirs, les mécanismes cellulaires
responsables de leur encodage n’ont été découverts qu’en 1973 par Tim Bliss et Terje
Lomo (Bliss and Lomo 1973). Conscients de l’importance des travaux réalisés par le
Dr Milner sur le patient HM, ces chercheurs ont tenté de comprendre de quelle façon
les neurones de l’hippocampe pouvaient stocker et consolider l’information. Ils ont
alors démontré in vivo que l’application d’une stimulation électrique de haute fré
quence (SHF) au niveau des neurones présynaptiques du gyms dentelé augmentait la
transmission synaptique pendant des heures, des jours, et même des semaines si la
stimulation était répétée plusieurs fois (Bliss and Lomo 1973). Sur la base de ces
expériences, ces deux chercheurs ont réussi à démontrer le postulat de David Hebb
datant des années 40 qui suggérait que t
«Lorsqu’un axone d’une cellule A excite une cellule B et joue un rôle dans sa décharge de fa
çon répétée ou persistante, certains processus de développement ou certaines modifications mé
taboliques surviennent dans une ou dans les deux cellules de telle façon que l’aptitude de A à
exciter B est augmentée» (Squire and Kandel 2002).
Dès lors, ce phénomène de facilitation ou de renforcement synaptique démontré par
Bliss et Lomo a été nommé potentialisation à long terme (PLT).
9Plusieurs caractéristiques font de la PLT un mécanisme de stockage approprié.
Tout d’abord, elle se produit dans les trois voies excitatrices responsables de la circu
lation de l’information dans l’hippocampe. Ensuite, elle est rapidement déclenchée
par une stimulation de haute fréquence et finalement, une fois induite, elle est stable
pendant plusieurs heures et même plusieurs jours. Bien qu’elle ait été découverte
dans l’hippocampe de lapin, la PLT peut être induite dans l’ensemble du cerveau et
plus particulièrement dans le néostriatum, le néocortex et l’amygdale (Uno and Oza
wa 1991; Ikegaya et aÏ., 1995).
Tel que décrit par Bliss et Lomo, la PLT est considérée comme étant un mé
canisme de renforcement synaptique. Toutefois, si les synapses ne faisaient que se
renforcer, le système serait rapidement saturé et le stockage de nouvelles informa
tions serait très difficile, voire même impossible. Par ailleurs, cette abondance de
synapse active faciliterait l’apparition de désordres neurologiques importants tels que
l’épilepsie. Dans le but de prévenir ce déséquilibre neuronale et de rendre le système
de renforcement synaptique efficace, un mécanisme responsable de l’affaiblissement
des synapses est présent dans certaines régions cérébrales; il s’agit de la dépression à
long terme (DLT). Les premières données expérimentales concernant la DIT ont
démontré que ce phénomène électrophysiologique était associé à une perte de sensibi
lité des récepteurs non-NMDA présents sur les cellules de Purkinje du cervelet (Ito
and Kano 1982; Ito et al., 1982). Au niveau de l’hippocampe, la DLT est induite au
niveau des collatérales de Schaffer et elle se manifeste suite à l’application d’une sti
mulation de basse fréquence (1Hz) pendant 10 à 15 minutes. Tout comme dans le
cervelet, ce phénomène hippocampale aura comme conséquence une diminution de
10
l’efficacité de la synapse à propager l’influx nerveux ce qui contribuerait à
l’élimination des souvenirs.
Bien que l’expression de ces phénomènes électrophysiologiques impliquent
l’activation de mécanismes cellulaires différents, ils réfèrent tous les deux à la capaci
té qu’ont les neurones de s’adapter dans différentes conditions physiologiques. Ce
phénomène, nommé plasticité synaptique, inclue à la fois la PLT et la DLT et nous
reviendrons sur leurs propriétés respectives dans une section ultérieure.
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Le glutamate et son rôle dans la neurotransmïssïon
excitatrice
Depuis la découverte par le neuroanatomiste Santiago Ramon y Cajal que les
neurones communiquent entre eux par des points de contact nommés synapses, le
mécanisme responsable de la transmission de l’information entre l’élément présynap
tique et postsynaptique a suscité beaucoup d’intérêt. Puisque le courant électrique ne
peut franchir l’espace entre les deux neurones, il provoque la libération d’un média
teur chimique nommée neurotransmetteur. Au fil des ans, plusieurs études ont dé
montré que la majorité des messagers neurochimiques présents dans le SNC étaient à
même d’influencer les processus d’apprentissage et de mémorisation, et ce même si
ces messagers possèdent des caractéristiques spécifiques et des degrés d’efficacité
différents. À titre d’exemple, des études réalisées sur des patients atteints de la mala
die d’Alzheimer ont démontré que trois systèmes de neurotransmetteur étaient affec
tés par cette pathologie ce qui confirme l’importance de ces molécules dans les pro
cessus mnésiques.
Les premières études réalisées dans le but de cibler le système de neurotrans
metteur responsable des problèmes de mémorisation ont désigné le système choliner
gique comme étant le grand responsable de ces atteintes. Par exemple, dans la mala
die d’Alzheimer, la diminution de la choline acétyltransférase de même qu’une dimi
nution de la recapture de I’acétylcholine (Ach) suggèrent que cette substance soit
responsable des déficits mnésiques observés lors de cette pathologie (Francis et aï.,
1999). Parallèlement, une autre hypothèse, celle-ci basée sur le système glutamater
gique, a aussi été avancée dans le cas de cette maladie. Plus précisément, il a été dé-
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montré que la concentration du glutamate était diminuée de 14% lors des biopsies du
lobe temporal et que cette diminution était encore plus importante lors des études
post-rnortern (francis et al., 1999). De plus, la présence d’enchevêtrements neurofi
brillaires caractéristiques de cette pathologie ont été retrouvés dans les neurones py
ramidaux responsables de la synthèse des acides aminés excitateurs dont fait partie le
glutamate. Suite à l’obtention de ces résultats, il a été suggéré que l’hypothèse glu
tamatergique était aussi importante que l’hypothèse cholinergique. Dès lors, une at
tention grandissante a été consacrée au rôle du glutamate dans la neurotransmission
excitatrice de même qu’à son implication dans la neurodégénérescence de type Alz
heimer (Lee et ai., 2002).
Dans les prochaines sections, nous nous attarderons aux caractéristiques bio
chimiques et fonctionnelles du système glutamatergique afin de démontrer qu’une
mauvaise régulation de ce système puisse être à l’origine des problèmes
d’apprentissage et de mémorisation retrouvés lors de certaines pathologies humaines.
Le glutamate
Le glutamate est un acide aminé abondamment retrouvé dans le SNC qui sa
tisfait très bien aux critères définissant un neurotransmetteur, c’est-à-dire : A) être
présent dans le neurone présynaptique, B) être libéré suite à une dépolarisation présy
naptique dépendante du calcium, et C) agir sur des récepteurs spécifiques au niveau
postsynaptique (Purves and Roucoux 1999).
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Retrouvé à l’intérieur du terminal présynaptique, le glutamate est synthétisé
suite à la transformation de la glutamine par la glutaminase. Une fois libéré dans la
fente synaptique, le neurotransmetteur va se lier à son récepteur présent au niveau
postsynaptique et provoquer la transmission du signal. Suite à cette action, le gluta
mate est retiré de la fente synaptique par des transporteurs spécifiques retrouvés à la
fois au niveau des cellules gliales et du terminal présynaptique. Une fois à l’intérieur
de ces cellules, le glutamate sera reconvertie en glutamine par la glutamine synthé
tase, puis la glutamine sera transférée, toujours via les transporteurs, dans l’élément
présynaptique où elle servira à la production du neurotransmetteur glutamate. De
cette façon, les cellules gliales et les terminaisons synaptiques coopèrent pour assurer
un approvisionnement adéquat en neurotransmetteurs.
Normalement, l’interaction entre le glutamate et son récepteur se fait rapide
ment et il en est de même pour son élimination de la fente synaptique. Toutefois,
lorsque le processus naturel est altéré, le glutamate s’accumule dans la fente synapti
que et stimule de façon excessive les récepteurs. Ce phénomène nommé excitotoxici
té serait responsable de la dégénérescence neuronale observée dans plusieurs mala
dies dont la maladie d’Huntington, la sclérose amyotrophique latérale et les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) (Heath and Shaw 2002, Lynch and Guttmann 2002).
Vu l’ampleur de ce phénomène, nous y reviendrons ultérieurement.
Bien que glutamate puisse être neurotoxique, son implication dans les proces
sus de mémorisation et d’apprentissage est beaucoup plus importante dans la vie de
tous les jours. D’ailleurs, plusieurs études réalisées sur de jeunes rats en santé ont
démontré l’implication de ce neurotransmetteur dans les processus de mémorisation
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(Myhrer 2003). Sur le plan expérimental, il a été démontré que l’utilisation
d’antagonistes dirigés contre les récepteurs au glutamate empfchait l’acquisition de
nouvelles informations de même que leur récupération par l’animal. Par exemple,
l’administration systémique de MK-801 et de kétamine de même que l’injection in
tracérébrovasculaire d’AP5 semble affecter les performances des animaux dans le
labyrinthe de Morris et celui en forme de T (Morris et aL, 1986; Messandri et al.,
1989; Wesierska et ai., 1990; Bischoff and Tiedtke 1992, Bolhuis and Reid 1992;
Ahiander et al., 1999). Concernant ces deux tests comportementaux, le labyrinthe de
Morris a été développé dans le but de vérifier l’état des mécanismes responsables de
l’orientation l’espace alors que le labyrinthe en forme de T permet l’évaluation de la
mémoire de travail. Puisque l’utilisation d’antagonistes glutamatergiques affecte le
comportement des animaux dans ces labyrinthes, il est suggéré que le neurotransmet
teur glutamate joue un rôle important dans les processus de mémorisation.
Classification et caractéristiques générales des récepteurs
glutamatergiques
Tel que mentionné précédemment, la communication entre deux neurones né
cessite la présence d’un neurotransmetteur et de son récepteur spécifique. Dans le cas
du glutamate, ce messager chimique va activer une gamme complexe d’unités récep
trices, les récepteurs glutamatergiques (RGLU), qui sont divisés en deux grandes ca
tégories : les récepteurs ionotropes et les récepteurs métabotropes (Figure 3).
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Localisés au niveau postsynaptique, les récepteurs glutarnatergiques de type
ionotrope sont caractérisés comme étant des canaux ioniques transmembranaires dont
la sélectivité et la perméabilité varient selon le récepteur étudié. Séparés en trois
sous-types d’après leurs affinités pour les différents agonistes glutarnatergiques, on
retrouve les récepteurs N-rnéthyl-D-aspartate (RNMDA), les récepteurs Œ-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate (RAMPA) et les récepteurs sensibles au
kaïnate (RKA) (Dingledine et al., 1999).
Concernant les récepteurs glutarnatergiques de type métabotrope (mGluRs),
ce sont des protéines monomériques qui appartiennent à la famille des récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG). Une fois stimulée par le neurotransmetteur, la pro
téine G liée au domaine C-terminal du récepteur se dissocie et module, de façon di








Figure 3. Récepteurs glutamatergiques de type ionotrope et métabotrope.
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À ce jour, une grande diversité moléculaire existe au sein des récepteurs iono
tropes et métabotropes. Tout d’abord, quatre sous-unités différentes ont la possibilité
de former un RAMPA (G1uRÎ-4) tandis qu’on en compte cinq pour les RNMDA
(NRÏ, NR2A-D, NR3A) et cinq pour les RKA (GIuR5-7, KA1-2) (Tableau I; p19).
Dans le cas des récepteurs métabotropes, huit types de récepteurs différents
(mGluRl -8) ont été décrit, lesquels sont repartis dans trois grands groupes selon leur
caractéristiques fonctionnelles (Ozawa et al., 199$) (voir le Tableau II; p.25).
Les récepteurs glutamatergiques de type ionotrope.
Bien qu’il existe encore des incertitudes quant au nombre de sous-unités qui
composent le récepteur au glutamate, elles ont toutes une structure similaire c’est-à-
dire qu’ elles possèdent un large domaine N-terminal extracellulaire, quatre segments
membranaires (Ml -4), dont le segment M2 est intramembranaire, et finalement un









avec la région PDZ
Figure 4, Structure d’une sous-
unité composant les récepteurs
glutamatergiques de type iono
trope.
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Concernant le site de liaison du neurotransmetteur, il se situe entre les seg
ments Si et S2 pour tous les récepteurs glutamatergiques de type ionotrope. Malgré
le fait que ces récepteurs arborent des caractéristiques structurales similaires, ils pos
sèdent des propriétés biochimiques, physiologiques et pharmacologiques spécifiques
et c’est ce dont il sera question dans les prochaines sections.
Les récepteurs ionotropes de type AMPA
Les récepteurs ionotropes de type AMPA sont reconnus comme étant des ca
naux ioniques ligand-dépendants responsables de la neurotransmission excitatrice.
Présents dans la majorité des structures cérébrales, ces récepteurs s’ouvrent, se fer
ment et se désensibilisent rapidement suite à la liaison du neurotransmetteur gluta
mate ce qui permet la propagation de l’influx nerveux.
En ce qui a trait à la répartition de ces récepteurs à l’échelle du SNC, des étu
des de liaison utilisant le ligand radioactif 3H-AMPA ont démontré que l’hippocampe
était une structure où la densité de liaison était très importante, et que des différences
régionales étaient présentes à l’intérieur même de cette structure. Plus précisément, il
a été rapporté que la région CAl de l’hippocampe liait davantage le 3H-AMPA que la
région CA3 et que des différences de liaison étaient aussi présentes entre les couches
oriens et radiatum (Monaghan et aI., 1984). De plus, des RAMPA ont aussi été loca
lisés au niveau du cortex, du striatum, du thalamus et du cervelet mais la quantité
présente est moins importante qu’au niveau de l’hippocampe (Monaghan et ai.,
1984).
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Tel que mentionné précédemment, les récepteurs AMPA sont reconnus
comme étant des récepteurs ligands-dépendants, c’est-à-dire qu’ils doivent lier une
molécule agoniste ou antagoniste pour générer une action postsynaptique. Pour se
faire, trois sites de liaison ont été rapportés à même ces récepteurs dont un pour le
glutamate et deux autres impliqués dans la modulation de la réponse synaptique.
Concernant le site de liaison du glutamate, il possède deux états d’affinité pour le
neurotransmetteur (Standley et aï., 1998). Les sites de basse affinité seraient surtout
présents au niveau de l’hippocampe et localisés à l’échelle des couches oriens et ra
diatum, alors que ceux de haute affinité seraient retrouvés sur les corps cellulaires et
dans la couche pyramidale (Standley et al., 1998). D’après une étude réalisée par
Tocco et ses collaborateurs, ces différences d’affinité seraient attribuables à
l’environnement lipidique du récepteur et non pas à la composition du récepteur en
sous-unités (Tocco et aï., 1992). Pour ce qui est des deux autres sites de liaison, ils
sont principalement impliqués dans la modulation de la réponse. Par exemple, la liai
son d’une molécule de cyclothiazide ou d’aniracétam au récepteur MvWA va ralentir
sa désensibilisation alors que la liaison d’un antagoniste non compétitif va accélérer
ce processus. Finalement, d’autres molécules pourraient se lier à même le canal et
bloquer la transmission synaptique impliquant les récepteurs AMPA (ex : Joro spider
toxin) (lino et al., 1996).
Dans Je mfme ordre d’idée, plusieurs agonistes et antagonistes sont à ce jour
commercialisés pour l’étude des récepteurs MvWA. Parmis les agonistes, on retrouve
le glutamate, la clé pharmacologique AMPA, le quisqualate, le kainate et le domoate
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alors qu’on le CNQX, le DNQX et le NBQX sont utilisés en tant qu’antagonistes
(Tableau I).
Types de récepteur Sous-unités Agonistes Antagonistes Bloqueur du canal







KA 1-2 Dornoate DNQX
Kainate Kainate NBQX
A. acromelique A et B
AMPA
NR1 Glutamate 2-AP5 ion Mg
NR2a-e NMDA 2-AP7 MK-$O1
NMDA NR3 Acide ibotenique CPP PCP
Acide L-homocystcique Ketarnine
Acide guinolinigue
Tableau I. Propriétés moléculaires et pharmacologiques des récepteurs
ionotropes (Bi et aL, 199$; Michaelis 199$; Dingledine et aL, 1999).
Une fois leur synthèse terminée, les RA?vWA sont composés de quatre sous-
unités (G1uR1-4) qui sont identiques, dans le cas des récepteurs homomériques, ou
différentes dans le cas des récepteurs hétéromériques (Hollmann and Heinemann
1994). Par exemple, des récepteurs homomériques formés des sous-unités GIuR1,
GIuR3 et G1uR4 ont été rapportés dans plusieurs régions cérébrales et auraient
comme particularité d’être perméables aux ions calcium, magnésium et barium
(Verdoorn et al., 1991). Dans le cas des récepteurs hétéromériques, l’association des
sous-unités GluRl-GluR2 et GluR2-GluR3 serait principalement retrouvée dans
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l’hippocampe alors que la combinaison GIuR2-GIuR3 serait aussi présente au niveau
des cellules de Purkinje (Song and Huganir 2002). En ce qui a trait à la sous-unité
G1uR2, les récepteurs formés de cette sous-unité seraient non-perméables au calcium.
Cette caractéristique spécifique serait tributaire de la présence d’un acide aminé char
gé positivement (arginine) dans le segment M2 du récepteur (Michaelis 1998) et at
tribuerait aux récepteurs AMPA la propriété d’être perméable au calcium. Par consé
quent les neurones exprimant ce type de récepteur seraient plus vulnérables à la toxi
cité induite par le glutamate (Pellegrini-Giampietro et al., 1992).
Pour terminer, les récepteurs MvWA possèdent deux petites subtilités molécu
laires qui leur confèrent des caractéristiques particu]ières. Tout d’abord, la longueur
du domaine C-terminal peut varier d’une sous-unité à l’autre. Par exemple, les sous-
unités GIuR1, GIuR4 et G1uR2L ont un domaine C terminal plus long que les sous-
unités GluR2c, GIuR3 et GluR4c (Song and Huganir 2002). Cette caractéristique
structurale jouerait un rôle précis dans la régulation des récepteurs AMPA et plus
particulièrement dans leur interaction avec les protéines d’ancrage présentes au ni
veau cellulaire. Ensuite, les quatre sous-unités composants les RAMPA sont retrou
vés sous deux formes différentes soit la version flip ou flop. Cette terminologie asso
ciée uniquement aux sous-unités du RAMPA réfère à une séquence d’acides aminés
présente avant le segment transmembranaire M4 des sous-unités (f igure 4) (Sommer
e al., 1990). Bien que l’expression de l’une ou l’autre des formes soit liée au déve
loppement, il a été démontré que la version flop était davantage présente chez le cer
veau adulte et que la version flip serait associée à une transmission neuronale plus
importante (Dingledine et aI., 1999).
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Les récepteurs ionotropes sensibles au kaïnate
Les récepteurs sensibles au kaïnate (RKA) sont des protéines transmembranai
res abondamment retrouvées dans la région CA3 de l’hippocampe et dans la couche
granulaire du cortex cérébelleux. Par le passé, l’étude de ce type de récepteur était
très difficile puisqu’aucun outil pharmacologique n’était capable de les différencier
des RAMPA. D’ailleurs, ces deux types de récepteurs étaient regroupés sous le nom
de «récepteurs ionotropes non-NMDA» et ce jusqu’à ce qu’il soit démontré que
l’affinité des sous-unités GIuR5, GluR6, GIuR7, KAI et KA2 était une plus forte
pour la molécule de kaïnate que pour l’MvWA. De plus, la découverte de molécules
plus spécifiques aux RKA a permis de mieux caractériser les différences entre ces
deux canaux ioniques (Michaelis 199$).
Tout comme les récepteurs ATvWA, les RKA sont présents dans les membra
nes synaptiques sous la forme d’homo ou d’hétérotétramères. Bien que les sous-
unités GIuR5, GIuR6 et GluR7 forment des récepteurs homomériques fonctionnels, il
en est autrement pour les sous-unités KAI et KA2 qui seraient retrouvées uniquement
sous la forme hétéromérique (Lerma et aÏ., 200 t). Toutefois, même si tes récepteurs
homomériques formés des sous-unités GluR5 et GluR6 sont fonctionnels, ils seraient
rapidement désensibilisés lors d’une application continue de kaïnate (Lerma et al.,
2001).
Sur le plan fonctionnel, les récepteurs kaïnates postsynaptiques présents au
niveau des fibres moussues de la région CA3 de l’hippocampe seraient responsable
de l’expression de la potentiatisation à tong terme (Castilto et ai, 1997). Toutefois,
bien que cette idée soit partagée par plusieurs chercheurs, elle ne fait pas l’unanimité
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puisque l’expression de la PLT dans cette région serait inhibé par un antagoniste des
RAIvIPA (Castillo et aÏ., 1994). Par conséquent, ceci suggère que la PLT observée au
niveau des fibres moussues soit associée à l’activation des RAMPA plutôt qu’a celle
des RKA. Dans le même ordre d’idée, des récepteurs kaïnates postsynaptiques ont
aussi été localisés au niveau des interneurones de la région CAl, plus précisément
dans la couche radiatum et oriens, mais leur rôle dans la transmission synaptique de
meure nébuleux.
Contrairement aux RAMPA, les RKA sont aussi localisés au niveau du termi
nal présynaptique dans la région CA3 et CAl où ils joueraient un rôle dans l’épilepsie
(Represa et aI., 1987) et dans la relâche du neurotransmetteur glutamate (Chittajallu
et al., 1996).
Les récepteurs ionotropes de type NMDA
Contrairement aux RAMPA et aux RKA, les récepteurs NMDA sont définis
comme étant des récepteurs voltages et ligands-dépendants, c’est-à-dire que
l’ouverture du canal ionique nécessite à la fois la liaison du neurotransmetteur gluta
mate et la dépolarisation de l’élément postsynaptique. Lorsque ces deux conditions
sont remplies, l’ion magnésium présent à l’intérieur canal est expulsé et il y a passage
des ions Na, K et Ca2. Ainsi, l’activation des RNMDA nécessite : A) la liaison du
glutamate, B) la liaison de la glycine, qui joue le rôle de coagoniste et C) la dépolari
sation de l’élément postsynaptique. En plus des sites de liaison pour le glutamate et
la glycine, le RNMDA possède un site de liaison pour les polyamines, un site pour le
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zinc et finalement, des sites modulateurs présents à l’intérieur du canal (Ozawa et al.,
1998).
Bien qu’ils soient présents dans l’ensemble des régions cérébrales, les
RNIvDA prédominent dans la région CAl de l’hippocampe. Localisés au niveau
postsynaptique, ces récepteurs hétéromériques sont composés d’un assortiment de
trois types de sous-unités dont NR1, NR2 et NR3. D’ailleurs, il a été démontré que la
sous-unité NR1 doit absolument s’associer avec une ou plusieurs sous-unités NR2
pour former un récepteur fonctionnel, et que l’association NRI-NR2A générerait un
influx calcique cinq fois plus important que n’importe laquelle des associations
(Grant et al., 1997).
Du point de vue physiologique, les RNMDA jouent un rôle primordial dans
l’induction de la potentialisation et de la dépression à long terme. Puisqu’une section
complète sera consacrée à ces deux phénomènes, l’aspect fonctionnel des RNMDA
sera détaillé ultérieurement.
Les récepteurs glutamatergiques de type métabotrope
Jusqu’au milieu des années 80, la communauté scientifique croyait que les
effets du glutamate étaient liés uniquement à l’activation des récepteurs ionotropes de
type AMPA, kaïnate et NMDA. Toutefois, il a été démontré que ce neurotransmet
teur pouvait aussi moduler la production de messagers cellulaires dans différentes
régions cérébrales. Dès lors, un nouveau type de récepteur possédant des caractéris
tiques similaires aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) a été associé au
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neurotransmetteur glutamate; il s’agit des récepteurs glutamatergiques de type
métabotrope (mGluRs).
Les mGluRs sont de larges protéines composées d’un domaine hydrophilique
en N-terminal, d’une région centrale composée de sept domaines transmembranaires
et d’un domaine C-terminal intracellulaire. Contrairement aux récepteurs de type
ionotrope, le site de liaison du ligand se retrouve à l’intérieur de deux lobules globu
laires qui, une fois le neurotransmetteur lié, vont changer de conformation pour géné
rer des signaux intracellulaires (figure 3). Une fois activés, les mGluRs postsynapti
ques sont responsables, via l’activation d’une protéine G présente sur la face cytoso
lique, de l’inhibition des courants potassiques et de l’activation des canaux cationi
ques non sélectifs comme les échangeurs Na/Ca et les canaux calciques (Anwyl
1999). En ce qui concerne les mGluRs présynaptiques, ils sont considérés comme
étant des autorécepteurs, c’est-à-dire que leur stimulation va inhiber, toujours via
l’activation d’une protéine G, la relâche du neurotransmetteur glutamate dans la fente
synaptique. Cet effet est lié à l’inhibition des canaux calciques, à l’activation des
canaux potassiques présynaptiques et à l’inhibition des protéines impliquées dans la
relâche des vésicules de neurotransmetteurs (Conn and Pin 1997; Dale et aI., 2002).
Du point de vue moléculaire, huit gènes différents codent pour les huit sous
types de mGluRs (mGlul-8), lesquels sont répartis dans trois grands groupes selon
leur profil pharmacologique, leur homologie de structure et leurs signaux de transduc
tion (Tableau II; p25) (Conn and Pin 1997; Anwyl 1999; Dale et aL, 2002). Étant
donné la diversité des récepteurs métabotropes, plusieurs composés sont synthétisés
dans le but de caractériser et de différencier les différents groupes de récepteur. Dans
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le cas des récepteurs appartenant au groupe I, le premier agoniste identifié après le
glutamate a été le quisqualate. Toutefois, malgré sa force et sa sélectivité pour
mGluRl et mGluR5, son utilisation a été limitée par le fait qu’il se liait aussi aux
récepteurs ionotropes de type AMPA. Dans le même ordre d’idée, le J S,3R-ACPD,
considéré lors de son développement comme étant un agoniste du récepteur mGluRl,
s’est avéré efficace au niveau de tous les mGluRs. Par conséquent, puisque chaque
groupe de récepteurs possède des caractéristiques spécifiques, les principales molécu
les agonistes et antagonistes ont été regroupées dans le tableau II.
Groupes Récepteurs Signaux Agonistes Antagonistes
Intracellulaires
CPCCOEt (Non Compéti
mGIuR la-e (S)-3.5-DHPG tif/mGlul)
Groupe I Activation Gq N’WEP (Non Conpéfi
mGIuR Sa-b 3-FWG tif/mGlu5)
t-ADA
mGluR 2 LY 37926$ EGLU
Groupe II mGluR 3 Activation G LY 354740 LY 341495
2R,4R-APDC LY 307452
mGluR 4a-b L-AP4 CPPG
mGtuR 6 . . L-SOS MAP4Groupe III Activation G
rnGluR 7a-b S-glutamate
mGIuR 8a-b
Tableau II. Propriétés moléculaires et pharmacologiques des récepteurs métabo
tropes (Conn and Pin 1997; Michaclis 199$; Dingledine et aL, 1999).
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Tout comme les récepteurs glutamatergiques de type ionotrope, les synapses
glutamatergiques exprimant les mGIuRs sont impliquées dans les phénomènes de
potentialisation et de dépression à long terme. Concernant la PLT, il a été démontré
qu’elle pouvait être induite suite à l’application d’un agoniste non sélectif des
mGIuRs, l’ACPD, dans la région CAl de l’hippocampe, dans le gyms dentelé et dans
les cellules granulaires du cervelet. Toutefois, bien que la liaison de l’agoniste soit
nécessaire, elle n’est pas suffisante puisque l’induction de la PLT nécessite aussi la
dépolarisation de l’élément postsynaptique.
Dans le cas de la DLT, elle serait dépendante de l’activation des mGIuRs dans
la région CAl de l’hippocampe, dans le gyms dentelé, dans le néocortex et dans le
cervelet, mais aussi indépendante de ces récepteurs dans le CAl et le néocortex
(Anwyl 1999).
En plus de leur rôle au niveau des synapses glutamatergiques, des études
conduites sur les mGIuR4, 6, 7 et $ ont démontré que leur activation déprime la
transmission GABAergique entre les interneurones ce qui a comme conséquence
d’augmenter la relâche du neurotransmetteur GABA sur les neurones pyramidaux.
De cette façon, l’activation des récepteurs de type métabotrope préviendrait les condi
tions pathologiques associées à l’hyper ou l’hypoexcitabilité (Conn and Pin 1997;
Dale et aI., 2002).
Contribution des récepteurs glutamatergiques au phénomène
d’excitotoxicité
Tel que mentionné dans la section sur le glutamate, la présence prolongée ou
la libération excessive de ce neurotransmetteur dans la fente synaptique peut être
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toxique pour les neurones. Ce phénomène nommé excitotoxicité est souvent associé
aux récepteurs glutamatergiques de type RNMDA puisque leur principale caractéris
tique est d’être perméable aux ions calcium qui sont neurotoxiques lorsqu’il sont pré
sents en trop grande quantité (Sattier and Tymianski 2000). Brièvement, l’activation
excessive du RNMDA va augmenter la production de radicaux libres dérivés de
l’oxygène, suractiver les enzymes calcium-dépendantes et induire des dommages au
niveau de l’ADN. À titre d’exemple, l’épilepsie et la maladie d’Huntington sont
deux conditions pathologiques où la mort neuronale peut être corrélée au phénomène
d’excitotoxicité. Dans le but de prévenir les conséquence d’une suractivation des
RNMDA, plusieurs antagonistes glutamatergiques sont considérés comme étant neu
roprotecteurs et ils sont utilisés, ou en voie de l’être, comme agents thérapeutiques
dans certaines pathologies dont la maladie de Parkinson et l’épilepsie (Palmer 2001).
Initialement, les RNMDA étaient perçus comme étant les seuls responsables
du phénomène d’excitotoxicité. Toutefois, il a été démontré que l’activation de plu
sieurs autres récepteurs, dont les RMvIPA perméables au calcium, les RKA et les
récepteurs métabotropes, pouvait aussi mener à la mort neuronale. Concernant les
RA]VWA, la neurotoxicité induite par leur suractivation entraîne une augmentation
rapide du sodium intracellulaire de même qu’une entrée importante d’eau à l’intérieur
de la cellule. Cet événement nommé choc osmotique va se terminer par la rupture de
la membrane cellulaire et par la mort du neurone (Yoshioka et aL, 1995; Zeevalk et
aI., 1995). Du point de vue clinique, des antagonistes spécifiques aux RAMPA ont
démontré leur efficacité dans la prévention des dommages induits lors de l’ischémie
cérébrale (Yatsugi et aI., 1996).
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Dans le cas des RKA, leur stimulation par la molécule de kaïnate génère chez
l’animal des dommages cérébraux similaires à ceux présents chez les patients épilep
tiques. D’ailleurs, il a été démontré que des lésions sélectives dans la région des fi
bres moussues diminuent les convulsions induites par le kaïnate, ce qui renforce
l’idée voulant que les RKA présents dans la région CA3 de l’hippocampe soient im
pliqués dans le déclenchement des crises d’épilepsie (Gaiarsa et aÏ., 1994).
Tout comme les récepteurs sensibles au kaïnate, les mGluRs jouent un rôle
important dans l’épilepsie en prolongeant la dépolarisation de l’élément postsynapti
que débutée par l’activation des récepteurs glutamatergiques de type ionotrope. Dans
le compartiment intracellulaire, cette activation mène à la mobilisation du calcium, à
l’activation des mécanismes calcium-dépendants et à l’induction de la mort neuronale
(Attucci et al., 2002). Toutefois, seulement l’activation des mGluRs du groupe I pro
voque des décharges neuronales caractéristiques de l’épilepsie puisque l’activation
des mGluRs du groupe II et III auraient un rôle anticonvulsivant (Wong et al., 1999).
Pour terminer, il est important de mentionner que le stress oxidatif et la déplé
tion intracellulaire du glutathion sont aussi des composantes associées à la mort neu
ronale induite par le glutamate. Dans le cas du gluthathion, l’excitotoxicité débalance
le processus de synthèse de cet antioxydant naturel et diminue sa concentration à
l’intérieur des neurones. Normalement, le glutamate et la cystéine utilisent un trans
porteur commun qui les amène respectivement à l’extérieur et à l’intérieur de la cel
lule. Lors du phénomène d’excitotoxicité, l’augmentation extracellulaire de gluta
mate réduit l’entrée de cystéine au niveau cellulaire et, puisque cet acide aminé est un
précurseur du glutathion, sa synthèse sera diminuée. Par conséquent, les neurones
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affectés seront plus vulnérables aux radicaux libres générés lors du stress oxydatif
(Heath and Shaw 2002).
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La potentialisation à long terme (PLT)
Les informations présentées dans la section précédente ont démontré que le
système glutamatergique est composé d’un nombre impressionnant de récepteurs et
que tous et chacun jouent un rôle important dans la transmission synaptique. Tel
qu’il a été mentionné à plusieurs reprises, l’une des principales fonctions associées au
système glutamatergique est l’induction et l’expression de la PLT. Dans cette sec
tion, il sera question des mécanismes physiologiques et cellulaires sous-jacents à ce
modèle électrophysiologique.
Mécanisme d’induction de la PLT
La PLT est un modèle expérimental définit comme étant une augmentation à
long terme de la transmission synaptique suite à une stimulation de haute fréquence
(SHE 10 trains de hautes fréquences composés chacun de quatre pulsations de
1 00Hz et appliqués à un intervalle de 5Hz). Développé par Larson et ses collabora
teurs en 1986, ce patron de stimulation électrique est nommé stimulation tétanique et
fait référence au rythme thêta observé dans la région hippocampale de rat lors d’une
séance d’apprentissage. Au niveau de l’hippocampe, deux formes de PLT peuvent
être induites par cette stimulation de haute fréquence; il y a la forme NMDA
dépendante qui nécessite l’activation des récepteurs ionotropes de type NMDA et la
forme NMDA-indépendante qui requière l’activation des canaux calciques voltages
dépendants. Bien que ces deux formes de potentialisation se produisent dans la ré
gion CAl de l’hippocampe, la forme indépendante des RNMDA serait davantage
présente au niveau du cervelet. Dans les prochaines sections, il sera principalement
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question de la forme NMDA-dépendante puisque plusieurs études ont démontré
l’importance de cette forme de potentialisation dans les phénomènes d’apprentissage
et de mémorisation (Malenka and NicolI 1999).
Sur le plan expérimental, l’induction de ta PLT peut se faire à trois endroits
différents dans l’hippocampe. Dans un premier temps, la stimulation des neurones de
la voie perforante permet l’enregistrement de la PLT au niveau des cellules granulai
res du gyms dentelé, alors que la stimulation des fibres moussues va induire le phé
nomène au niveau des neurones de la région CA3. finalement, la stimulation des
collatérales de Schaffer se traduit par l’induction de la PLT au niveau des cellules
pyramidales de la région CAl (f igure 1).
Afin de bien comprendre les mécanismes sous-jacents à l’induction de la PLT,
vous trouverez à la figure 5 une représentation schématique du phénomène incluant le
neurotransmetteur glutamate et les récepteurs ionotropes de type AMPA et NMDA.
Durant une stimulation de basse fréquence, le glutamate libéré par l’élément présy
naptique se lie à la fois aux récepteurs AMPA et NMDA présents au niveau postsy
naptique. En ce qui à trait aux RMvWA, la liaison du neurotransmetteur suffit à
l’ouverture du canal ionique et au passage des ions Na et K. Toutefois, dans le cas
des RNMDA ligands et voltages-dépendants, la liaison du glutamate est insuffisante
donc le récepteur est imperméable aux ions et ce jusqu’à ce qu’il y ait dépolarisation
de la membrane postsynaptique. Lorsque le seuil de dépolarisation est atteint, l’ion
,. ,. + + 2+magnesium present a 1 interieur du canal est expulse et les ions Na , K et Ca tra
versent le RNMDA (Figure 5). Sur le plan fonctionnel, cet influx calcique généré
32
suite à l’ouverture des RNN’IDA est considéré comme étant l’élément déclencheur du
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Figure 5. Representation schématique du phénomène d’induction de la PLT
Mécanisme d’expression et de maintien de la PLT
Bien que les étapes d’induction de ta PLT soient relativement bien connues,
celles responsables du maintien et de l’expression du phénomène sont moins bien
définies. D’ailleurs, même si les scientifiques s’entendent sur le fait que l’entrée de
calcium au niveau postsynaptique constitue l’étape clé de l’induction du phénomène,
deux théories relatives à l’expression de la PLT sont encore débattues de nos jours.
Tout d’abord, la première hypothèse dite présynaptique propose que
l’expression de la PLT dans la région CAl et CA3 de l’hippocampe soit le résultat
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d’une augmentation de la relâche de glutamate par l’élément présynaptique (Bliss and
ColÏingrïdge 1993). Plus précisément, il est suggéré que cette libération accrue de
neurotransmetteur soit causée par l’action d’un messager chimique synthétisé par le
neurone postsynaptique. À ce jour, l’acide arachidonique (AA), l’oxyde nitrique
(NO) et le monoxyde de carbone (CO) sont les trois molécules diffusibles suspectées
de jouer un rôle déterminant dans cette hypothèse présynaptique (Bohme et ut, 1991;
Lynch et ut., 1991; Zhuo et al., 1993). Sur le plan expérimental, l’AA a été la pre
mière substance endogène proposée comme messager rétrograde puisque l’expression
de la PLT impliquent l’activation de la PLA2 responsable de sa synthèse (Lynch et
aÏ., 1989). Cette proposition a par la suite été confirmée par le fait qu’un inhibiteur
de la PLA2 prévenait l’expression de ta PLT (Massicotte et al., 1990) et que l’ajout
exogène d’AA favorisation l’apparition de la PLT dans la région CAl (Williams et
al., 1989). Outre I’AA, l’inhibition de la synthèse du NO préviendrait l’induction de
la PLT et quant au CO, l’équipe du Dr Kandel a rapporté qu’il serait à même de régu
ler ta PLT hippocampique en augmentant l’activité présynaptique (Zhuo et al., 1993).
Bien que les études visant à démontrer le rôle des messagers rétrogrades dans
l’hypothèse présynaptique se soient avérées concluantes, il en est autrement pour cel
les dirigées vers l’élément présynaptique. Tout d’abord, il a été rapporté qu’une dou
ble stimulation de l’élément présynaptique n’affectait pas l’expression de la PET dans
la région CAl de l’hippocampe (MuJier and Lynch 1989). Puisque ce type de stimu
lation (< paire pulse stimulation ») permet de vérifier l’état des paramètres impliqués
dans la relâche des neurotransmetteurs, ces observations suggèrent que l’élément
présynaptique ne joue pas un rôle cruciale dans l’expression de la PLT au niveau de
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CAl. De plus, certains se sont attardés à l’ampleur de la réponse synaptique générée
par chacune des vésicules de neurotransmetteur libérées (ou quanta) par l’élément
présynaptique. Malgré le travail laborieux que suggère ce type d’analyse quantique,
les résultats obtenus se sont avérés contradictoires (Malenka 1994).
Concernant la deuxième hypothèse dite postsynaptique, elle suggère que la
PLT résulte de l’activation de synapses insensibles au neurotransmetteur glutamate
(synapses silencieuses) (Kauer et aI., 1985). Au niveau cellulaire, cette transition des
synapses silencieuses aux synapses actives s’expliquerait par l’activation des enzy
mes calcium-dépendantes conséquemment à l’activation des RNMDA, de mfme que
par l’insertion de nouveaux RAMPA au niveau de la synapse. Tel qu’il sera discuté
dans les prochaines sections, l’activation de ces enzymes va modifier les propriétés
fonctionnelles et biochimiques des récepteurs MvWA et NMDA membranaires de
manière à favoriser l’expression de la PLI. De plus, dans le cas où les récepteurs ne
seraient pas présents au niveau de la synapse, l’expression de la PLI proviendrait de
l’insertion de nouveaux récepteurs AMPA présents dans le compartiment cytosoli
ques.
3Régulation des récepteurs glutamatergiques lors de
l’expression de la PLT
Les récepteurs AMPA et NMDA impliqués dans le phénomène de la PLT sont
ancrés dans une structure microscopique nommée densité postsynaptique (PSD, de
l’anglais « postsynaptic density ») où ils sont régulés par différentes enzymes comme
les kinases, les lipases et les protéases (Figure 6). Cet environnement dynamique
dans lequel gravitent les récepteurs ionotropes est composé d’une multitude de pro
téines qui influencent les caractéristiques fonctionnelles et structurales de ces récep






Figure 6 : Représentation schématique de la densité postsynaptique
Une fois insérés dans la densité postsynaptique, les RAMPA interagissent
avec un nombre impressionnant de protéines d’ancrage qui ont pour fonction






bleau III; p.38). La première protéine découverte comme étant associée aux RAMPA
porte le nom de GRIP, en référence au nom anglais «Glutamate receptor interacting
protein ». Elle contient sept domaines PDZ qui sont en fait des séquences d’acides
aminés responsable de l’interaction entre les protéines d’ancrage et les sous-unités
des récepteurs ou encore entre les protéines d’ancrage et le cytosquelette (Figure 6)
(Xia et aÏ., 1999). Par la suite, d’autres protéines de liaison dont Picki (« Protein
interacting with C kinase ») et GRIP2 (ou ABP «AMPA receptor binding protein »)
ont été découvertes comme étant associées aux récepteurs AIvWA composés des sous-
unités GluR2, G1uR3 et GluR4c. Toutefois, bien que GRIP1 et Picki interagissent
toutes les deux avec la sous-unité G1uR2, il a été démontré que GRTP1 serait la seule
des deux protéines a être responsable de l’insertion des sous-unités dans la membrane
synaptique (Osten et aÏ., 2000). De plus, puisque la surexpression de Picki dans les
neurones diminue l’expression de la sous-unité GIuR2, ceci suggère que cette pro
téine soit davantage impliquée dans l’internalisation des RAMPA (Perez et aÏ., 2001).
Parallèlement, les protéines NSf, SAP97, 4. IN et NARP sont aussi impli
quées dans la stabilisation et l’insertion des RAMPA au niveau de la membrane sy
naptique. Tout d’abord, la protéine NSF, responsable des mécanismes de fusion
membranaire, interagirait avec la sous-unité GluR2 des RAMPA puisqu’une mutation
au niveau de cette sous-unité préviendrait son interaction avec NSF et diminuerait la
transmission synaptique médiée par les RAMPA (Song et al., 199$). Concernant
SAP97, son interaction avec la sous-unité GIuRI permettrait l’insertion des RAMPA
dans la synapse lors de la PLI alors que la liaison avec la protéine 4. iN serait davan
tage impliquée dans la stabilisation du récepteur dans la membrane (Leonard et al.,
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199$, Shen et al., 2000). Finalement, la protéine NARP (< Neuronal activity regula
ted pentraxin ») a été découverte suite à l’induction de ta PLI dépendante des
RNMDA et son expression permettrait le rassemblement des récepteurs AMPA dans
la synapse.
Contrairement aux protéines cellulaires énumérées précédemment, une pro
téine transmembranaire nommée Stargazine a récemment été découverte dans
l’environnement immédiat des récepteurs AN’WA et NMDA. En plus d’interagir avec
les quatre sous-unités composant les RAMPA, cette dernière serait aussi liée au do
maine PDZ de la molécule PSD-95 qui est associée aux RNMDA. Bien qu’elle soit
principalement impliquée dans l’insertion des récepteurs AMPA, le lien qu’elle par
tage avec PSD95 serait nécessaire à la localisation des récepteurs NMDA dans la
densité postsynaptique (Shen et al., 2000).
Concernant les RNMDA, ils sont aussi associés, via leur domaine C-terminal,
à différentes protéines d’ancrage qui permettent, tout comme pour les RAPvWA, la
stabilisation et l’insertion du récepteur au niveau de la membrane. Par exemple,
l’interaction des sous-unités NR1 et NR2B avec l’a-Actinine permet l’insertion du
récepteur NMDA au niveau de la synapse alors que son association avec les MA
GUKs facilite l’ancrage des récepteurs (Wyszynski et al., 1997; Allison et al., 1998,
Song and Huganir 2002). Compte tenu de la diversité des protéines impliquées dans



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Les protéines kinases et les phosphatases
Une fois que les récepteurs AMPA et NMDA sont bien ancrés dans la densité
postsynaptique, leurs caractéristiques biochimiques et fonctionnelles sont modifiées
par l’action des différentes protéines kinases et phosphatases (Tableau IV; p40)
(Swope et aï., 1999, Soderting and Derkach 2000). Par exemple, ta phosphoiylation
de la sous-unité GIuR1 par la protéine kinase dépendante du complexe
Ca24icalmoduline (CAMKII) augmente la conductance de même que l’insertion des
RAMPA au niveau de la synapse (Song and Huganir 2002). Aussi, la phosphoryla
tion de la sérine 845 par la protéine kinase A (PKA) et de la sérine 83 1 par la protéine
kinase C (PKC) jouerait un rôle important dans les modifications associées à
l’expression de la PLT et à la DLT (Bi et al., 1998; Banke et al., 2000). En plus des
sites de phosphoryÏation présents sur la sous-unité GluRi, il a été démontré que les
sérines $63 et $80 retrouvées sur le domaine C terminal de la sous-unité G1uR2
étaient aussi phosphorylées in vivo et in vitro par la PKC (McDonald et ai, 2001).
D’ailleurs, la sérine 880 interagirait avec différentes protéines possédant des domai
nes PDZ dont PSD95, Dlg et ZOl (Matsuda et al., 1999; Chung et aï., 2000).
En ce qui concerne le récepteur NMDA, ses multiples fonctions sont aussi
régulées par la phosphorylation des sérines, des thréonines ou des tyrosines présen
tent en C terminale. À titre d’exemple, le RNMDA peut être phosphoiylé par la
PKA, la PKC et la CAMKII, ou encore par les protéines tyrosines kinases (PTK)
comme c-Src ou Fyn (Michaelis 1998). De façon générale, l’activation de ces enzy
mes converge toujours vers un même point, c’est-à-dire l’augmentation de la réponse
médiée par les RNMDA. Plus spécifiquement, la phosphorylation par la PKC et la
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tyrosine kinase c-Src augmente les probabilités d’ouverture du canal en diminuant
l’affinité des RNMDA pour le magnésium alors que la phosphorylation de la sous-
unité NR1 par la PKA prévient sa liaison avec la spectrine (Dingledine et aÏ., 1999).
Finalement, la CAMXII, principalement reconnue pour son rôle dans la régulation
des RATvWA, serait aussi associée aux RNMDA mais elle jouerait davantage un rôle
structural qu’enzymatique en reliant avec la sous-unité NR2B au cytosquelette de la
cellule.
Types de récepteur Entymcs Site d’action Rôle principal
Set 845 sur G1uRLG1uR2L:
PKA GIuR4 et Ser 842 sur t Reponse synaptiquedes RAMPAGluR4c
Ser 831 sur GIuR1;Ser
AMPA S63ISer $80 sur t Reponse synaptiquePKC (ou PKM) GluRlGluR2 des RAMPA et la sen
GIuR3-4c sibilite au glutamate
Essentielle à Pexpres
CAMKII Ser $31 sur GIuR1 sion de la PLT (t
conductance du canal)
PKA
Kainate PKC GluR6 (Set 683 pour PKA) t conductance
CAMKII
PKA NR1;NR2ANR23 Localisation des
t probabilité d’ouver
PKC NR1:NR2A turc et l’exocytose des
NMDA RNMDA
Serl2$9surNR2A;SerCAMKII 1309 sur NR2B Non detenmne
Famille des PTK Potentialisation des
(c-Src fyn Lyn Ser 1232 NR2A courants ioniques et
Lck: Yes) nécessaire à la PLT
Tableau W: Tableau synthèse des différentes kinases impliquées dans la régula
tion des récepteurs glutamatergiques de type ionotrope
(Dingledine et aL, 1999; Song and Huganir 2002; Wenthold et al.,
2003).
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Alors que la phosphorylation des récepteurs ionotropes par les protéines kina
ses augmente l’activité des récepteurs AMPA et NMDA, leur déphosphoiylation par
les phosphatases prévient cette augmentation et contribue au phénomène de dépres
sion synaptique. Par exemple, la présence de la calcineurine au niveau de la densité
postsynaptique favorise la désensibilisation du RNMDA en diminuant sa sensibilité
aux agonistes (Coghlan et al., 1995; Wang et aI., 1996) alors que l’inhibition de la
protéine phosphatase 1 (PP1) bloque la DLT dépendante du RNMDA (Morishita et
ai., 2001). Dans le cas des RAMPA, l’activation de la calcineurine faciliterait
l’endocytose des récepteurs via son association avec le complexe dyna
mine/amphiphysine alors que l’inhibition de PPI bloquerait ou activerait selon cer
tains auteurs le processus d’endocytose (Beattie et al., 2000).
Les phospholipases
Plusieurs évidences expérimentales suggèrent que l’activation des phospholi
pases, et plus particulièrement de la phospholipase A2 (PLA2), découle de l’ouverture
des récepteurs NMDA. D’ailleurs, il a été démontré que l’activation de ces récep
teurs lors de l’induction de la PLI augmente l’activité de la PLA2 endogène, alors
que l’inhibition de cette enzyme prévient l’induction de la PLT et la DLI (Massicotte
2000). Toujours sur le plan expérimental, l’utilisation de faibles concentrations de
PLA2 diminue la liaison de l’agoniste 3H-AMPA à son récepteur alors que de fortes
concentrations semble l’augmenter (Chabot et aI., 1998) ce qui suggère que le degré
d’activation de cette enzyme puisse à la fois influencer l’expression de la PLT et de la
DLI. Cette expérience réalisée par Chabot et ses collaborateurs a d’ailleurs permis
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l’élaboration d’un modèle biochimique hypothétique permettant d’expliquer le contrôle
bidirectionnel des RAIvWA par la PLA2 (Figure7) (Chabot et al., 1998).
Diminution de Augmentation de laffinité
IaffindesRAP.____II___jes RAMPA
4 RAMPA 7 RAMPA
SBF SHFMetabolites de ç
a ipoxygenase Entrée modérée Grande entrée




figure 7 : Mécanisme hypothétique responsable de la régulation des RAMPA
(adaptée de Chabot et al., 1998)
Brièvement, ce modèle suggère qu’une stimulation de basse fréquence (SBF),
mimant la DLT, génère un influx calcique modéré qui est associé à l’activation des
phosphatases puis de la PLA2. Une fois activée, la PLA2 va agir au niveau des
phophoslipides membranaires et entraîner la formation de métabolites dérivés de l’AA
qui vont diminuer l’affinité du RAMPA pour son ligand. À l’opposé, la PLT, simulée par
une stimulation de haute fréquence (SRF), va augmenter l’affinité du RAMPA pour son
ligand en modifiant l’environnement lipidique du récepteur. Il est à noter que dans ce
cas, la stimulation de haute fréquence va entraîner un influx calcique plus important et
activer préférentiellement les kinases puis la PLA2. Des études plus poussées sur
l’environnement lipidique des récepteurs ont d’ailleurs démontré que l’ajout de
phosphatidylsérine (PS) augmentait, tout comme l’activation de la PLA2, la liaison aux
RAMPA (Gagne et al., 1996).
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Parallèlement à ces observations réalisées sur la PLA2 calcium-dépendante, il
a récemment été démontré que l’inhibition de PLA2 indépendante du calcium (iPLA2)
augmentait l’amplitude de la réponse médiée par les RAMPA (St-Gelais et al., sous-
presse). Bien que le mécanisme sous-jacent à ces observations reste à déterminer,
cette enzyme constitutive régulerait aussi à la hausse les sous-unités des récepteurs
AMPA, renforçant ainsi l’hypothèse que cette enzyme et/ou ses métabolites affectent
la neurotransmission excitatrice dans la région CAl de l’hippocampe (St-Gelais et
al., sous-presse).
La calpaïne
La calpaïne est une protéase calcium-dépendante impliquée dans la potentiali
sation à long terme, dans la régulation des récepteurs glutamatergiques et dans
l’hydrolyse de la spectrine. Les premières évidences expérimentales démontrant un
lien entre la calpaïne et le récepteur AMPA ont été fournies par une étude
d’immunobuvardage de type Western où il a été observé que l’activation in situ de la
calpaïne menait à la coupure partielle du domaine C terminal des sous-unités GIuRI
et G1uR2/3 (Bi et al., 1996). Par la suite, des expériences plus approfondies ont ciblé
de façon précise que le site de coupure était présent au niveau des résidus 833-
534/537-838 et 885-856, lesquelles menaient à la formation d’une sous-unité GtuRl
de 9$kDa et de 104.5kDa (Bi et al., 1998). Du point de vue fonctionnel, l’impact de
ces coupures reste à déterminer, malgré que certains auteurs suggèrent qu’elles altè
rent le récepteur et mène à son internalisation (Bi et al., 1996).
Bien que la majorité des données concernant la protéolyse des récepteurs par
la calpaïne concerne les RAMPA, il a été démontré que la sous-unité NR2 des
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RNMDA serait aussi sujette à la protéolyse. Du point de vue fonctionnel, cette cou
pure semble modifier la configuration du canal puisque la liaison du 3H-TCP est for
tement diminuée alors qu’aucun changement n’est observé pour la liaison des agonis
tes compétitifs du récepteur (Bi et aï., 1998).
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Mouvement des récepteurs AMPA au niveau de la membrane
synaptique
De nos jours, plusieurs groupes de recherche tentent de comprendre les méca
nismes qui régissent l’exocytose, l’endocytose et la stabilisation des RAMPA au sein
de la membrane synaptique. Dans les prochaines sections, les étapes clés de ces phé
nomènes seront discutées de même que l’implication de certains inositols polyphos
phates dans la plasticité synaptique.
Endocytose des récepteurs AMPA
L’une des premières évidences expérimentales démontrant le mouvement des
récepteurs AIviPA a été observée suite à l’application de glutamate sur des tranches
d’hippocampe en cultures (Lissin et aÏ., 1999). Dans cette étude, une perte significa
tive des récepteurs synaptiques a été démontrée ce qui laisse présager qu’une stimula
tion importante des récepteurs glutamatergiques de type ionotrope mène à leur inter
nalisation. Par la suite, d’autres études ont démontré que la perte des RAMPA mem
branaires était induite par la stimulation des récepteurs RNMDA, des mGluRs, des
récepteurs à l’insuline de même que par leur propre stimulation (Beattie et aï., 2000;
Ehlers 2000; Man et al., 2000). Dans le cas où l’endocytose est médiée par
l’activation des RAMPA, les récepteurs internalisés sont dirigés vers les lysosomes
où ils seront éventuellement détruits. Par contre, s’ils sont internalisés suite à
l’activation des RNTvIDA, les RMVWA seront réinsérés dans la membrane synaptique
suite à leur recyclage dans les endosomes (Ehlers 2000).
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Concernant les étapes menant à l’internalisation des récepteurs, il a récem
ment été démontré que I’endocytose des RAIvIPA est tributaire de la clathrine et des
protéines qui y sont associées (Man et al., 2000). Brièvement, la cascade
d’événements menant à l’internalisation des récepteurs AMPA débute avec le mou
vement des récepteurs synaptiques vers les dépressions membranaires tapissées, sur
la paroi interne, de molécules protéiques nommées clathrine. Annexée à la mem
brane, la clathrine est retrouvée sous forme de triskélions, lesquels, une fois assem
blés, vont former un réseau hexagonal de clathrine contenant les récepteurs endocy
tés. Bien que cette protéine cytosolique soit essentielle à l’endocytose, sa présence
n’est pas suffisante, en ce sens, il a été démontré que des protéines adaptines (AP)
assurent le lien entre le récepteur et la clathrine. Par exemple, dans le cas des récep
teurs glutamatergiques de type AMPA, la technique de coimmunoprécipitation a ré
vélé que la sous-unité G1uR2 de ces récepteurs interagit avec la protéine adaptrice-2
(AP-2), renforçant ainsi l’idée que ce récepteur soit endocyté via un mécanisme dé
pendant de la clathrine (Man et al., 2000; Lee et al., 2002).
Puisque l’AP-2 semble bel et bien impliquée dans l’endocytose des RAMPA,
les molécules interagissant avec à l’AP-2 pourraient altérer ce processus
d’internalisation. À cet effet, il a été démontré que l’inositol hexakisphosphate
(InsP6) possède un site de liaison sur les adaptines l’AP-2 et l’AP-3 (Timerman et al.,
1992; Voglmaier et aL, 1992), ce qui laisse présager que les inositols phosphates pré
sents dans le compartiment intracellulaire puissent affecter l’endocytose des récep
teurs AIVWA.
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Insertion des récepteurs AMPA
Les premières évidences expérimentales concernant l’insertion des RAMPA
dans la synapse émanent d’études électrophysiologiques réalisées dans la région CAl
de l’hippocampe. Tout d’abord, il a été suggéré que certaines synapses étaient uni
quement composées de récepteurs glutamatergiques de type NMDA puisque aucune
activité provenant des récepteurs AMPA n’était détectée lors du repos membranaire.
Par contre, suivant l’activation des RNMDA, une réponse associée aux RAÎvWA a été
enregistrée ce qui soulève l’hypothèse que ces récepteurs soient rapidement recrutés
et insérés au niveau de la synapse lors de la dépolarisation de l’élément postsynapti
que. Suivant ces observations, il a été suggéré que l’induction de la PLT soit tribu
taire de l’insertion de nouveaux récepteurs de type AMPA au sein des synapses qui, a
priori, ne contenaient que des RNMDA (Liao et aL, 1995). Des études plus appro
fondies sur ce phénomène affectant les RAMPA ont permis de distinguer deux types
d’insertion : l’insertion constitutive ou régulée. Tout d’abord, la combinaison des
techniques d’électrophysiologie et d’imagerie ont démontré que les récepteurs AMPA
composés des sous-unités GIuR2-GÏuR3 sont remplacés, de façon constitutive par
d’autres récepteurs identiques et ce, sans qu’il y ait une grande activité afférente
(Sheng and Kim 2002). Toutefois, dans le cas des récepteurs GluRl-GluR2, leur
présence au sein des membranes nécessite une stimulation de haute fréquence ou en
core l’activation de la CAMKII impliquée dans l’expression de la PLT. De plus, les
récepteurs composés des sous-unités GluRl-GIuR2 sont tout d’abord insérés à
l’extérieur des synapses avant de subir une transiocation latérale pour être inclus au
niveau synaptique (Sheng and Kim 2002). En conclusion, l’insertion des récepteurs
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GIuR2-G1uR3 serait rapide, localisée au niveau de la synapse et indépendant de
l’activité des RNMDA, alors que celle des récepteurs GIuRI-GluR2 serait lente, ex
trasynaptique et accélérée par l’activation des RNMDA.
La potentialïsation à long terme des systèmes inhibi
teurs
Bien que la majorité des études concernant la PLT se concentrent sur les cel
lules pyramidales, il est important de se souvenir que l’hippocampe est aussi composé
d’interneurones qui ont comme fonction de contrôler la synchronisation et
l’excitabilité des cellules environnantes. Vu l’importance de ces cellules dans le
contrôle de l’activité neuronale, certains groupes de recherche se sont intéressés à la
possibilité que la transmission synaptique entre ces cellules puisse être potentialisée
ou déprimée (PLT ou DLT des interneurones) (Maccaferri and McBain 1996,
McMahon and Kauer 1997). Par exemple, il a été démontré que les potentiels post
synaptiques excitateurs (PPSEs) étaient augmentés entre les cellules pyramidales de
la région CAl et les interneurones, alors qu’ils étaient diminués entre les cellules py
ramidales de la région CAl et les cellules baskets (McBain et al., 1999). Toutefois,
malgré ces quelques résultats, la complexité du réseau d’interneurones de même que
la diversité de ces cellules au sein de l’hippocampe rendaient l’étude et l’isolement
des phénomènes de PLT et de DLT difficiles. De plus, l’absence de la CAMKII et de
la calcineurine chez ces cellules inhibitrices renforce l’hypothèse qu’elles soient in
capables de produire la PLT et ta DLT (McBain et al., 1999).
Malgré ces obstacles, il a récemment été démontré que l’induction de la PLT
des interneurones était possible si la dépolarisation de l’élément postsynaptique était
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couplée à l’activation de l’élément présynaptique par une stimulation tétanique
(McMahon and Kauer 1997; Christie et al., 2000; Perez et aÏ., 2001). Plus précisé
ment, ce phénomène serait tributaire des mGluR de type la et localisé au niveau de la
couche oriens de l’hippocampe (Perez et al., 2001). Dans le même ordre d’idée,
l’induction de la PLI des interneurones a aussi été rapportée dans la couche radiatum
où elle serait dépendante des RNMDA (Christie et aÏ., 2000) et entre les cellules gra
nulaires et les cellules baskets du gyms dentelé (Alle et aÏ., 2001).
En ce qui a trait à la DLT des interneurones, l’induction de la PLI dans la
région CA3 de l’hippocampe se traduit par la dépression de la transmission synapti
que au niveau des interneurones (Laezza et al., 1999). Du point de vue cellulaire,
cette forme de DLI indépendante des RNMDA serait associée à l’activation
conjointe des RAMPA postsynaptiques perméables au calcium et du récepteur
mGluR7 présynaptique appartenant aux mGluR du groupe III.
La dépression à long terme
Tel que mentionné précédemment, la PLT n’est pas l’unique forme de poten
tialisation retrouvée à l’échelle du SNC; nous retrouvons aussi la dépression à long
terme (DLI). Présente principalement au niveau du cervelet et de l’hippocampe, la
DLI est un phénomène électrophysiologique qui permet l’affaiblissement des synap
ses de manière à ce qu’elles puissent être renforcées de nouveau et contribuer au
stockage des nouvelles informations. Malgré un but commun, la DLT de
l’hippocampe et celle du cervelet dépendent de mécanismes biochimiques et synapti
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ques bien différents et c’est pour cette raison que les deux formes seront traitées sépa
rément à l’intérieur de cette section.
La DL T de l’hippocampe
La DLT de l’hippocampe est induite au niveau des collatérales de Schaffer
suite à une stimulation de basse fréquence. Au niveau cellulaire, ce phénomène élec
trophysiologique se traduit par l’ouverture des RNMDA postsynaptiques, l’entrée
modérée de calcium et l’activation du complexe calcium-calmoduline. Une fois actif
ce complexe va agir sur la phosphatase calcineurine (PP2B), entraîner l’activation des
protéines phosphatases 1 et 2 (PP1/2) et mener à la déphosphorylation des RAMPA.
Bien que cette série d’événements soit la plus connue, il est important de mentionner
(lue l’inactivation de la CAMKII et l’activation de la PLA2 vont aussi faciliter
l’induction de la DLT au niveau des cellules pyramidales de la région CAl (Kemp
and Bashir 2001).
Dans le même ordre d’idée, la DLT peut aussi être induite suite à l’activation
des mGluRs du groupe I et II. D’ailleurs, l’utilisation du MCPG, un antagoniste de
ces deux groupes de récepteur, préviendrait l’induction iii vivo de la DLT dans la ré
gion CAl de l’hippocampe (Bashir and Collingridge 1994). Du point de vue cellu
laire, la contribution des mGluRs se ferait via l’inhibition de l’adénylate cyclase et
via l’activation de la PLC, de la guanylyl cyclase et de la PLA2. Puisque ces enzymes
sont liées à la PKC, à la PKA, à la relâche du calcium intracellulaire et à la produc
tion d’AA et de NO, ceci suggère que l’ensemble de ces mécanismes enzymatiques
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associés de l’activation des mGluRs soient impliqués dans l’induction de la DLT au
niveau de l’hippocampe.
La DL T du cervelet
Au niveau du cervelet, l’induction de la DLT nécessite la stimulation simulta
née des cellules de Purkinje par deux types d’afférence excitatrice : les fibres grim
pantes et les fibres parallèles. Premièrement, la fibre grimpante qui a comme particu
larité de s’enrouler autour de la cellule de Purkinje et de former plusieurs contacts
excitateurs, libère une grande quantité de glutamate et active les récepteurs AMPA et
métabotropes. Vu les propriétés biochimiques de chacun de ces récepteurs,
l’activation des RAMPA provoque la dépolarisation de la membrane synaptique alors
que celle des mGluRs de type I déclenche la production de seconds messagers cellu
laires. Deuxièmement, l’influx nerveux provenant des fibres parallèles génère, tou
jours au niveau des cellules de Purkinje, une augmentation importante du calcium
intracellulaire. Dans le cas où ces deux types de fibres seraient stimulés en même
temps, l’influx provenant des fibres parallèles sera diminué alors que celui qui émane
des fibres grimpantes sera conservé. Du point de vue fonctionnel, ceci démontre que
la transmission synaptique entre les cellules de Purkinje et les fibres parallèles est
déprimée, d’où l’induction de la DLT du cervelet. Bien que ce phénomène soit plus
ou moins bien compris, il est suggéré que l’augmentation du calcium à l’intérieur des
cellules de Purkinje active la PKC et que cette dernière diminue la réponse synapti
que des RAMPA face à la stimulation provenant des fibres parallèles. Par conséquent,
contrairement à la DLT de l’hippocampe, la DLT du cervelet nécessite l’activation
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d’une kinase plutôt que d’une phosphatase, et l’augmentation du calcium à l’intérieur
des cellules de Purkinje n’est pas tributaire de l’activation des RNMDA mais bien des
canaux calciques voltages-dépendants.
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Apolipoprotéine E, diabète et mémoire
Depuis le début de cet ouvrage, les caractéristiques du système glutamatergi
que et les propriétés du phénomène de potentialisation à long terme ont été présentées
dans un contexte non pathologique. Toutefois, des études réalisées autant chez
l’homme que chez l’animal ont démontré que certaines pathologies, dont la maladie
d’Alzheimer et le diabète, altèrent les processus d’apprentissage et de mémorisation.
Afin de mieux comprendre l’impact de ces maladies sur les différents systèmes de
l’organisme, différents modèles animaux reprenant les caractéristiques de pathologies
humaines ont été développés grâce aux progrès réalisés en génie biomoléculaire.
Dans le cadre de cette thèse, nous aurons recours à deux types de souris génétique
ment modifiées, soit les souris déficientes en apolipoprotéine E et les souris NOD,
dans le but d’évaluer l’impact des caractéristiques physiopathologiques de la maladie
d’Alzheimer et du diabète de type I sur le système glutamatergique.
La maladie d’Alzheimer et le rôle de l’apolipoprotéine E
La Maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie qui touche principalement
les personnes âgées et qui se caractérise par une démence progressive menant à la
détérioration des fonctions supérieures. La pensée et la mémoire sont les deux pre
mières fonctions altérées et souvent, des troubles affectifs et comportementaux sui
vent les premiers signes de la maladie. Décrite pour la première fois en 1907 par le
neuropathologiste Aloïs Alzheimer, la phase précoce de cette maladie affecte le cor
tex enthorinal, la région CAl de l’hippocampe et le noyau basal de Meynert. À
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l’échelle cellulaire, cette pathologie est caractérisée sur le plan macroscopique par
A) la présence de plaques séniles et B) d’enchevêtrements neurofibrillaires (Balazs
and Leon 1994; Prasad et al., 1998; Ramassamy et al., 2000).
Tout d’abord, les plaques séniles sont reconnus comme étant des dépôts extra
cellulaires retrouvés entre les épines dendritiques des neurones, les astrocytes et les
cellules de la microglie. Composées du peptide amyloïde, ces structures macroscopi
ques serait à même d’altérer la transmission neuronale et d’expliquer les problèmes
mnésiques observés dans cette pathologie.
En ce qui concerne les enchevêtrements neurofibrïllaires, ce sont de longs
filaments plus ou moins denses enroulés sous forme d’hélices que l’on retrouve dans
le corps cellulaire et dans les dendrites des neurones affectés. Bien que ces amas cel
lulaires ne soient pas présents à l’intérieur des neurones sains, la protéine responsable
de leur formation est présente dans les cellules en santé et elle essentielle à la fixation
et à la stabilisation des microtubules; il s’agit de la protéine Tau (Maccioni et al.,
2001). Chez les individus atteints par la maladie d’Alzheimer, les protéines Tau sont
anormalement phosphoiylées ce qui les rendent inaptes à assurer la stabilité et
l’assemblage des microtubules, d’où la formation des hélices observables lors du dia
gnostique. Sur le plan clinique, l’observation de ces amas cytoplasmiques serait plus
révélatrice de l’état de démence que les plaques séniles (Masliah et al., 1995).
Bien que l’on ne connaisse pas les causes exactes de la maladie d’Alzheimer,
cinq gènes ont été identifiés chez l’homme comme étant responsable des symptômes
associés à la pathologie. Trois d’entre eux, soit le gène codant pour le précurseur de
la protéine amyloïde (APP) et les deux gènes de la préséniline, prédisposent à la
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forme précoce de la maladie. En ce qui a trait à la forme tardive, cette dernière af
fecte 98% des patients atteints de la maladie d’Alzheimer et est causée par la pré
sence d’un allèle spécifique du gène codant pour l’apolipoprotéine E (apoE), soit
l’allèle £4.
L’apoE humaine est une lipoprotéine abondamment retrouvée dans
l’organisme et impliquée dans le métabolisme des lipoprotéines plasmatiques, dans
l’homéostasie du cholestérol et dans la réparation du SNC. Présente au niveau du
foie, des glandes surrénales et du cerveau, cette protéine est composée de 299 acides
aminés et provient d’un gène situé sur le chromosome 19q13.2 (Weisgraber et al.,
1994). Du point de vue génétique, trois allèles différents soit £2, £3 et £4 vont pro
duire autant de protéines (apoE2, apoE3 et apoE4) qui sont responsables du bon
fonctionnement de l’organisme. Au niveau du SNC, I’apoE est synthétisée par les
astrocytes et les macrophages. Une fois sécrétées, ces protéines sont prises en charge
par les neurones et concentrées dans les terminaisons nerveuses, où elles jouent un
rôle dans la plasticité. Conformément à son rôle périphérique, I’apoE est responsable
du maintien de l’homéostasie lipidique du SNC et plus particulièrement du transport
des phospholipides nécessaires à la réinnervation lors des dommages cérébraux
(Poirier 1994). Finalement, cette protéine est aussi grandement impliquée dans le
maintien du système synapto-dendritique lors du vieillissement (Masliah et aÏ., 1995).
Afin de mieux comprendre le rôle de l’apoE dans la MA, une souris déficiente
pour le gène de l’apoE a été développée. De nombreuses études comportementales,
histologiques et biochimiques ont été conduites sur ce modèle et les résultats obtenus
reprennent bien les caractéristiques retrouvées chez les patients souffrant de la MA.
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Premièrement, les études histologiques ont constaté une diminution des protéines
associées aux microtubules (MAP5) de même qu’une hyperphosphorylation des pro
téines Tau (Masliah et al., 1995). Deuxièmement, une étude biochimique a démontré
une diminution de l’activité de l’acétylcholinestérase et de la choline acétyltransfé
rase dans les projections cholinergiques des souris déficientes en apoE (Gordon et al.,
1996). finalement, des problèmes d’apprentissage et de mémorisation ont été rappor
tés chez ces souris lors d’expériences conduites dans le labyrinthe de Morris. Puisque
ces animaux semblent incapables de localiser la plateforme immergée, ceci suggère
que l’apoE est bel et bien impliquée dans la reconnaissance de l’environnement et
dans les processus de mémorisation.
Le diabète mellitus
Le diabète mellitus est un désordre métabolique caractérisé soit par l’absence
de la sécrétion d’insuline (diabète de type 1) ou par la résistance de l’organisme face
à cette hormone (diabète de type 2). Plus précisément, le diabète de type I est une
maladie auto-immune qui survient suite à la destruction sélective des cellules produc
trice d’insuline, c’est-à-dire les cellules j3 du pancréas, alors que le diabète de type 2
est caractérisé d’une part par la perte de sensibilité du foie, des muscles et des cellules
adipeuses face à l’insuline et d’autre part par une diminution de la sécrétion
d’insuline par les cellules du pancréas.
Bien que le diabète soit principalement reconnu pour ces atteintes périphéri
ques, plusieurs études suggèrent que cette pathologie affecte aussi le SNC.
D’ailleurs, différents tests neuropsychologiques conduits chez des patients diabéti
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ques ont démontré que la présence de problèmes d’apprentissage, de mémorisation et
des déficits au niveau de la résolution de problèmes (Ryan 1988). Malgré le fait que
ces atteintes varient selon le test utilisé et la population étudiée, ces déficits cognitifs
seraient liés aux fluctuations de la glycémie, c’est-à-dire à l’alternance entre les crises
d’hypoglycémie et d’hyperglycémie. Une étude clinique publiée très récemment a
d’ailleurs démontré que l’exposition des patients diabétiques à des périodes d’hypo et
d’hyperglycémie pouvait générer des dommages structuraux et fonctionnels au ni
veau du cerveau (ferguson et al., 2003). De plus, une étude réalisée chez le rat a
constaté qu’aucun mécanisme de protection n’est présent au niveau de la barrière
hématoencéphalique de ces animaux, ce qui suggère que le tissu cérébral soit exposé
aux fluctuations du glucose sanguin (Jacob et al., 2002). Ces observations confir
ment donc le fait que le SNC puisse être atteint, tout comme le système nerveux péri
phérique, lors du diabète de type 1.
En ce qui concerne le diabète de type 2, les troubles cognitifs rapportés sont
plus modérés que chez les diabétiques de type 1 mais plus circonscrits, c’est-à-dire
qu’ils affectent plus particulièrement la concentration, les performances psychomotri
ces et la mémoire verbale et visuospatiale (Strachan et al., 1997; Gispen and Biessels
2000). Du point de vue clinique, le diabète de type 2 est retrouvé principalement
chez les gens obèses et est associé à l’hypertension et à la dislipidémie. Sur le plan
épidémiologiques, il a été rapporté que ce type de diabète affecte 18% des personnes
âgées de 65 et 74 ans et plus de 20% chez celles âgées de plus de $0 ans (Gispen and
Biessels 2000). De plus, une récente étude conduite à l’Université d’Harvard a révélé
que l’incidence de la maladie d’Alzheimer était beaucoup plus importante chez les
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patients atteints du diabète de type 2 (Grodstein et aI., 2001). Par conséquent, puis
que la population est vieillissante et que l’incidence du diabète de type 2 est particu
lièrement élevée chez les personnes âgées, on peut s’attendre à une augmentation de
ce type de diabète au cours des prochaines années, de même qu’à une augmentation
des maladies connexes comme la maladie d’Alzheimer et les maladies cardiovascu
laires.
Du point de vue expérimental, différents modèles animaux sont utilisés dans
le but de comprendre les dommages centraux induits par le diabète de type 1. Bien
que plusieurs méthodes ait été utilisées pour induire ce type de diabète (virus, aI
loxane), le moyen le plus répandu est l’injection intrapéntonéale ou intraveineuse de
streptozotocine (STZ), un agent toxique pour les cellules 1 du pancréas. Utilisant ces
animaux comme modèle expérimental, une étude comportementale réalisée dans le
labyrinthe Morris a démontré que les rats adultes diabétiques étaient incapables de
réaliser certaines tâches associées à l’apprentissage (Biessels et al., 1996, Kamal et
aI., 1999) et qu’un déficit d’expression de la PLT dépendante et indépendante des
RNMDA était présent respectivement dans la région CAl et CA3 (Chabot et al.,
1997, Kamal et aI., 1999). Bien que les mécanismes sous-jacents à ces observations
demeurent inconnus, la sévérité de l’hyperglycémie semble responsable des déficits
de PLT (Biessels et aI., 1996).
À l’échelle biochimique, il y a peu d’information disponible quant à l’effet du
diabète de type I sur les récepteurs glutamatergiques postsynaptiques. Toutefois, il a
été démontré que l’affinité des récepteurs AMPA pour le ligand 3H-MvWA, de même
que l’expression de la sous-unité G1uR1 était diminué chez les animaux traités à la
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STZ (Gagne et aI., 1997). Aussi, l’immunoréactivité de la sous-unité NR2B serait
diminuée après trois mois de diabète et il en serait de même pour la phosphorylation
de NR2A/B (Di Luca et ciL, 1999). Par conséquent, ces changements associés au
RMvIDA pourraient expliquer les déficits de PLT observés lors de l’induction du
diabète par la STZ.
Malgré l’utilisation importante de ce modèle, sa validité demeure grandement
controversée et ce, compte tenu des effets potentiellement toxiques de la STZ. Briè
vement, la STZ est un composé cytotoxique qui utilise les transporteurs GLUT2 du
glucose pour pénétrer à l’intérieur des cellules f3 du pancréas. Une fois à l’intérieur,
cette substance va diminuer le niveau de NAD et générer des radicaux libres qui vont
s’attaquer à l’ADN et endommager les cellules. Puisque le niveau de NAD est relati
vement faible au niveau des cellules f3, ces dernières sont très vulnérables à la STZ,
d’où leur destruction par ce composé et la similarité avec le diabète de type 1.
Lorsqu’il est question des études sur le SNC, certains auteurs prétendent que
des dommages centraux sont rattachés à l’utilisation de la STZ. D’ailleurs, ils ont
démontré que la peroxidation lipidique était quatre fois plus importante au niveau du
cerveau (Mukherjee et aL, 1994), et que la présence de STZ à l’intérieur des ventricu
les cérébraux altérait l’intégrité des membranes lipidique (Muller et aI., 1998).
Même si l’injection de la STZ est fréquemment utilisée, d’autres modèles
animaux sont commercialisés pour l’étude du diabète de type 1; il s’agit des rats
BB/Wor et des souris non obèses diabétiques (NOD). Bien qu’ils soient rarement
utilisés, ils offrent une avenue plus intéressante que les rats traités à la STZ puisque
l’ambiguité associée à la toxicité du produit n’a plus lieu d’être. Dans le cas des rats
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BB/Wor, ils développent spontanément les caractéristiques physiopathologiques du
diabète de type 1 et ce suite à la destruction auto-immune des cellules 3. Toutefois,
le principal inconvénient rattaché à ce modèle est la courte durée de vie des animaux
sans traitement à l’insuline ce qui limite les études sur la phase précoce du diabète
(Buschard 1996).
Dans le même ordre d’idée, les souris NOD possèdent plusieurs des caracté
ristiques physiopathologiques observées chez l’humain dont l’hyperglycémie,
l’hypoinsulinémie, la glucosurie, la kétonurie, la polypepsie et la polyurie. De plus,
des anticorps dirigés contre les cellules des îlots de Langerhans et contre l’insuline
auraient aussi été observés chez ces animaux ce qui leur confère la caractéristique de
développer un diabète de type auto-immun (Buschard 1996). Contrairement au dia
bète induit chimiquement, l’utilisation des souris NOD permet l’étude du diabète dès
son déclenchement. En effet, dans le cas des rats traités à la STZ, les études sont
souvent réalisées après trois mois de diabète ce qui suggère que les résultats obtenus
inclus les modifications compensatoires de l’organisme face à la maladie. Dans cette
optique, l’utilisation du modèle NOD permet une meilleure compréhension du rôle de
l’hyperglycémie dans les problèmes d’apprentissage et de mémorisation observés lors
de la phase précoce du diabète de type 1.
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Les inositols phosphates et leurs rôles à l’échelle du
SNC
Au cours des dernières années, un intérêt grandissant s’est développé pour les
inositols phosphates qui ont été découvert pour la première fois en 1850 par le Dc
Scherer. Présente en grande quantité dans l’alimentation, et plus particulièrement
dans les céréales, cette molécule est aussi synthétisée chez les mammifères au niveau
du cerveau, des testicules et du rein, ce dernier étant le principal organe impliqué
dans le catabolisme et l’excrétion du myo-inositol. Dans le cas du SNC, il a été dé
montré que la concentration de ce métabolite cellulaire varie entre 2 et l5mM selon la
région étudiée et que chez l’humain, cette concentration diminue en fonction de l’âge
(fisher et aL, 2002). Par exemple, la concentration d’inositol présente au niveau du
lobe temporale passerait de 6mM à 2.7 mM entre 20 et 90 ans (Stokes et al., 1983).
Aussi, il est important de mentionner que la préparation de tranches d’hippocampe ou
de cortex altère l’intégrité des cellules et mène à la perte de 50 % à 60 % des inositols
(Fisher et al., 2002).
Au niveau cellulaire, la concentration de myo-inositol est maintenue grâce à la
présence de transporteurs membranaires, de la synthèse de novo du précurseur D
inositol 3-phosphate et de la diffusion facilitée (Fisher et al., 2002). Premièrement, la
transition des myo-inositols du plasma aux cellules nerveuses dépend des transpor
teurs Na+/rnyo-inositol et des symporteurs H+/ myo-inositol qui sont retrouvés res
pectivement dans la littérature sous les abbréviations SMIT (x Sodium Myo-Inositol
Transporter ») et HÎvIIT (< H+- Myo-Inositol Transporter »). Du point de vue clini
que, il a été démontré que trois copies du gène codant pour les SIMT étaient présentes
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dans le cerveau des patients atteints du Syndrôme de Down ce qui a pour consé
quence d’augmenter de façon significative la concentration d’inositol dans le cerveau
des personnes atteintes (30 % à 50 %) (Beny et al., 1999). Deuxièmement, la syn
thèse de novo du myo-inositol proviendrait de la transformation du glucose-6-
phosphate en D-lflOSltOl 3-phosphate par la D-lflOsltOl 3-phosphate synthase. Par la
suite, cette molécule intermédiaire est hydrolysée par l’IMPase (Inositol Monophos
phatase) pour former le myo-inositol tel qu’il est retrouvé dans le SNC. Troisième
ment, la présence de canaux VSOAC ATP-dépendants au niveau des neurones et des
cellules gliales permet, lors d’un stress hypotonique, la diffusion facilitée du rnyo
inositol dans l’espace extracellulaire et le maintien l’homéostasie. Toutefois, lors
d’une ischémie cérébrale, le manque d’ATP nécessaire au fonctionnement des
VSOAC entraîne le gonflement des cellules et mène à la mort neuronale (Fisher et
aÏ., 2002).
Bien que le myo-inositol soit associé au Syndrome de Down et à l’ischémie
cérébrale, il est nécessaire à la synthèse des inositols polyphosphates qui assurent le
bon fonctionnement du SNC. Parmis ceux-ci, on retrouve le D-myo-inositol
1,2,3,4, 5,6-hexakisphosphate (InsP6), le D-myo-inositol 1,3 ,4,5-tetrakisphosphate
(InsP4) et le D-myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate (InsP5). Caractérisé pour la
première fois en 1914 par le Dr Anderson, l’inositol hexakisphosphate (InsP6) est
retrouvé principalement dans les végétaux, dans les céréales et dans le cerveau hu
main, où sa concentration intracellulaire varie entre 10 jiM et l5jiM selon les structu
res étudiées (Yang et al., 2001). Alors que la synthèse de l’InsP6 découle, chez les
végétaux, du mécanisme mentionné précédemment, celui responsable de sa synthèse
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chez l’humain demeure incertain puisque cette cascade enzymatique n’est pas retrou
vée chez les mammifères. En fait, l’InsP6 proviendrait de la phosphorylation succes
sive de l’I(1,4,5)P3, de l’I(1,3,4,5)P4 et finalement de l’I(1,3,4,5,6)P5 par une série de
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figure 8. Synthèse et dégradation
des inositols polyphosphates (adap
tée de S.K. Fisher et al., 2002).
À l’échelle fonctionnelle, les inositols polyphosphates (InsP4, l’InsP5 et
l’InsP6) inhibent la neurotransmission en se liant au domaine C2B de la synaptotag
mine, une protéine intrinsèque à la membrane responsable de l’exocytose des vésicu
les synaptiques. Par conséquent, il est suggéré que les inositols polyphosphates pré
viennent la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane et par conséquent
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l’exocytose au niveau du terminal présynaptique (Mikoshiba et al., 1999; Lu et al.,
2002). Aussi, dans le cas précis de l’InsP6, ce dernier favoriserait la sécrétion
d’insuline par les cellules f3 du pancréas en plus d’inhiber les phosphatases de type 1,
2 et 3, et d’activer la protéine kinase C (Efanov et aï., 1997; Larsson et al., 1997;
Barker et ai., 2002). Concernant l’endocytose, l’implication des inositols polyphos
phates demeurent relativement peu connue. Toutefois, il a été démontré que la liai
son de l’InsP6 aux protéines adaptatrices AP-2 et AP-3 prévenait l’assemblage de la
cage de clathrine de même que le recrutement de l’AP-2 nécessaire à l’endocytose
des cellules épithéliales du rein (Timerman et al., 1992; Voglmaier et al., 1992; Ogi
moto et aI., 2000). Parallèlement, il a récemment été rapporté que la sous-unité
GIuR2 des récepteurs AMPA était associée à la protéine adaptrice AP-2 (Man et al.,
2000). Par conséquent, bien que peu d’information soit disponible concernant le rôle
des inositols polyphosphates dans le processus d’endocytose, nous suggérons que ces
molécules, et plus particulièrement l’InsP6, soient à même de réguler le mouvement
des RAMPA dans la membrane synaptique.
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Hypothèses et Objectifs
Depuis sa découverte en 1973, la PLT est reconnue comme étant le principal
modèle électrophysiologique susceptible d’expliquer les mécanismes sous-jacents au
processus de mémorisation. D’ailleurs, les problèmes d’apprentissage et de mémori
sation observés chez l’animal sont souvent corrélés à un déficit d’expression de ce
phénomène électrophysiologique. Au niveau cellulaire, plusieurs chercheurs suggè
rent que la PLT soit associée à des modifications post-traductionnelles des récepteurs
glutamatergiques. Par conséquent, si nous adhérons à cette hypothèse, il est logique
de penser que les problèmes d’apprentissage et de mémorisation soient associés à des
perturbations du système glutamatergique. Dans cette optique, nous avons émis
comme hypothèse principale que les déficits cognitifs retrouvés chez les modèles
animaux utilisés pour l’étude de la maladie d’Alzheimer (souris déficientes en apoli
poprotéine E) et du diabète de type 1 (souris NOD) devraient se refléter au niveau de
l’expression de la PLT et des propriétés biochimiques des récepteurs glutamatergi
ques de type ionotrope.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la régulation des ré
cepteurs glutamatergiques de type AN’WA de même qu’à l’expression de la PLT dans
la région CAl des souris déficientes en apoE. Puisque certaines études ont démontré
une diminution de la PLT de même que des problèmes d’apprentissage chez ces ani
maux (Krzywkowski et ut, l999 Veinbergs and Masliah 1999; Champagne et ut,
2002), notre premier objectif spécifique a été d’évaluer l’état des RÀTVIPA de même
que leur régulation par l’environnement lipidique. De plus, une attention particulière
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a été portée aux souris âgées étant donné que ce modèle animal arbore les caractéris
tiques physiopathologiques d’une maladie associée au vieillissement.
Deuxièmement, nous nous sommes intéressés aux problèmes cognitifs rappor
tés lors du diabète de type t (Gispen and Biessels 2000). Puisque des déficits
d’apprentissage ont été observés chez des rats traités à la STZ (Franceschi et al.,
f984; Biessels et al., 1996, Gispen and Biessels 2000), notre deuxième objectif spéci
fique a été d’évaluer l’impact du diabète de type 1 sur le système glutamatergique et
sur le phénomène de la PLT. Pour ce faire, nous avons eu recours à un modèle de
souris génétiquement prédisposées au diabète de type 1, les souris NOD, dans le but
d’éliminer l’ambiguïté relative à la toxicité de la STZ au niveau du cerveau. Par
conséquent, cefte deuxième étude a mis en lumière les caractéristiques biochimiques
des récepteurs MvWA et NMDA de même que leur capacité à potentialiser la trans
mission synaptique.
Dans la troisième partie de ce manuscrit, nous nous sommes intéressés aux
mécanismes responsables du mouvement des récepteurs glutamatergiques, et plus
particulièrement du rôle de l’InsP6 dans ce phénomène. Puisque cet inositol inhibe
l’assemblage de la cage de clathrine et que les RAÎvWA semblent internaliser via un
mécanisme clathrine-dépendant (Volgmaier 1992), notre troisième objectif spécifique
a été d’évaluer l’impact de l’InsP6 sur l’endocytose des récepteurs glutamatergiques
de type AMPA et NMDA.
Afin de répondre à chacun des objectifs mentionnés ci-dessus, nous avons
combiné sur le plan expérimental l’utilisation des techniques électrophysiologiques et
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biochimiques. Dans un premier temps, les enregistrements électrophysiologiques
effectués dans la région hippocampale nous ont permis d’évaluer l’impact de l’état
pathologique sur la transmission synaptique assurée par le système glutamatergique.
Dans un deuxième temps, les propriétés de liaison des récepteurs au glutamate de
même que leur régulation par différents composés endogènes tels que le calcium et la
phosphatidylsérine (PS) ont été étudiées par autoradiographie quantitative. Finale
ment, les centrifugations différentielles et l’immunobuvardage de type Western ont
permis d’approfondir les connaissances relatives à la localisation et à la proportion
des sous-unités présentes dans chacune des fractions cellulaires.
En terminant, nous espérons que ces différentes techniques nous permettrons
de mettre en lumière les altérations subies par les récepteurs glutamatergiques lors
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Abstract
In the present study, modulation of Œ-amino-3 -hydroxy-5 -methyl-4-isoxazole
propionate (AMPA) receptors by phosphatidylserine (PS) and synaptic piasticity
were investigated in the hippocampus ofyoung (4-month-old) and aged (1$-month-
oid) apolipoprotein E (apoE)-deflcient mice. Qualitative as well as quantitative analy
sis of brain sections in both young and aged apoE-deflcient mice did not reveal any
substantial changes of AMPA receptor binding in the various hippocampal regions,
compared to age-matched controls. Nevertheless, enhancement of AMPA receptor
binding elïcited by PS treatment was found to be abolished in most hippocampal re
gions of young apoE-deficient mice, whiie modulation of AMPA receptors by this
phosphoiipid was flot signiflcantly altered in the hippocampal formation of aged
apoE-deficient animais. At the electrophysioiogicai ievel, long-term potentiation
(LTP) induced by theta burst stimulation was lower in area CAl ofthe hippocampus
of young, but flot aged, apoE-deflcient mice compared to age-matched controls.
These resuits confirm that apoE is important for AMPA receptor regulation and LTP
expression in the hippocampal formation. However, the presence of LTP in aged
apoE-deficient animais, together with apparent recovery of the PS action on AMPA
receptors, suggests that aged apoE-knockout mice possess compensatoiy mechanisms
that reduce biochemicai and electrophysiologicai alterations of glutamatergic fleu
rons.




Apolipoprotein E (apoE) bas been proposed to act as a potent regulator of
lipid homeostasis in peripheral organs and in the central nervous system (CNS). In
particular, apoE appears to be responsible for the transport and delivery ofphosphol
ipid precursors required for the synthesis ofacetylcholine in the brain [33]. ApoE also
coordinates cholesterot transport during reinnervation ofthe injured CNS [33 and 35]
and may have a role in maintaining the integrity of the synapto-dendritic apparatus
during normal aging [22]. A good deal ofexperimental evidence indicates that altered
cellular metabolism of apoE contributes to the neuropathology and cognitive deficits
that develop in Alzheimer’s disease [9 and 37]. Consistent with this idea are flndings
that apoE-deficient mice fail to induce compensatory synaptogenesis in response to
brain deafferentation [21 and 34] and display spatial learning deficits in comparison
to age-matched controls [11, 15 and 3 1]. Interestingly, apoE-deficient mice were ob
served to have developed significant changes in the expression of hippocampal long
term potentiation (LTP), an electrophysiologicat model of learnïng and memory,
which strongly supports the notion that apoE plays an important role in maintaining
the functional integrity of the CNS. In fact, recent studies have demonstrated that
LTP, as measured in the population spike, is significantly reduced in hippocampal
CAl and dentate gyms areas ofaged apoE-deficient mice (8—15 months of age) [14,
39 and 40]. Moreover, recordings offield excitatory postsynaptic potentials (fflPSPs)
in area CAl of hippocampal slices have shown that LTP was markedly decreased in
young apoE-deficient mice (3-month-old) when compared to age-matched controls
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[15]. In several brain regions, LTP induction appears to be strongly dependent on N
methyl-D-aspartate (NMDA) receptor stimulation [1], whïle it is generally accepted
that the changes in synaptic function observed with LTP could resuit, at least in part,
from modifications of postsynaptic currents mediated by the Œ-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionate (AMPA) subtype of glutamate receptors [4, 12, 18, 27
and 28]. In this regard, several studies have reported that LTP expression may in-
volve the uncovering of functional AMPA receptors in area CAl of hippocampal
suces that, prior to LTP, were either not present in postsynaptic membranes or elec
trophysiologicalty suent [12 and 18J. This hypothesis, which assumes the appearance
of a significant number of new functional non-NMDA receptors during synaptic po
tentiation, is indeed consistent with previous observations showing that MvWA recep
tor subunits and 3H-MvWA binding are augmented afler LTP induction [5, 20, 29 and
3$]. The exact biochemical mechanisms underlying LTP expression are stili a matter
of debate, but a large number of experiments support the notion that activation, by
calcium, of protein kinases and proteases could be critical with regard to changes in
AMPA receptor properties during LTP expression [3 and 41]. Moreover, several ar
guments have been advanced to support the hypothesis that activation of calcium
dependent lipases may be part ofthe molecular mechanisms involved in LTP. Phos
pholipase A2 (PLA2) inhibitors have been found to block LTP formation in area CAl
of rat hippocampal slices [25 and 32], and ligand-binding investigations have estab
lished that, similarly to LTP induction, PLA2 selectively enhances AMPA receptor
binding in hippocampal membranes [23 and 26]. Although the exact mechanisms by
which phospholipases alter AMPA receptors remain unknown, it appears that
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changes in the lipid environment ofthe receptors produce modifications in their con
formation, as incorporation of phosphatidylserine (PS) into rat brain sections repro
duces the increased affinity ofAMPA receptors eiicited by caicium-dependent PLA2
[10]. Given the putative rote of AMPA receptors in LTP expression and the recent
observation that PLA2-induced change in AMPA receptors is altered in the telen
cephalic membranes of apol-deficient mice [1 5], we specuiated that the inability of
CAl pyramidal neurons to sustain hippocampal LTP formation in apoE knockout
mice could be due to impaired modulation of AMPA receptors by the lipid environ-
ment. In the present study, we used binding autoradiography to investigate modula
tion of AÎvWA receptor binding by PS treatment in brain sections and searched for
differences in PS-induced enhancement of3H-AMPA binding within different hippo
campaI areas of apoE-deficient mice. Moreover, since it has been demonstrated that
there are age-dependent alterations of neuronal properties in this animal model [22],
particular attention was given to comparing AMPA receptor modulation by PS and
LTP in the hippocampus ofyoung and aged apoE-knockout mice.
Materials and methods
Animais
Two-month-oid C57/BL6 and apoE-deficient mice were obtained ftom Jack
son Laboratories and aged at the Douglas Hospital Research Centre according to Ca
nadian Council on Animal Care guidelines. The animais were housed 4—6/cage under
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a 12-hr Iight-dark cycle in temperature- and humidity-controlled rooms, with food
and water ad libitum.
Tissue preparation and quantitative AMPA receptor autoradiogra
phy
For binding studies, 4- and I $-month-old control and apoE-deficient mice (n =
5 of each strain) were sacrificed. Their brains were removed quickly, frozen in
isopentane (methyl butane) at -20°C and then kept at -70°C until they were sectioned.
Frontal or horizontal 10 m-thick sections were cut in a cryostat and thaw-mounted
onto chrome-alum-gelatin-coated slides; they were kept at -70°C until the day of use.
Adjacent sections were preincubated for 60 min in 12 ml ofTris-acetate buffer (100
mM, pH 7.4) containing 100 pM EGTA with and without various concentrations of
PS at 35°C. They were then processed for AMPA receptor binding as described pre
viously [24]. In brief the tissue sections were incubated for 45 min at 0—4°C in Tris
acetate buffer (50 mM, pH 7.4, 100 jiM EGTA) containing 50 mM potassium thiocy
anate in the presence of 50 nM 3H-AMPA (Specific activity 53 Ci mmol-1, NEN
Dupont, Wilmington, DE). Nonspecific binding was defined for both Iigands as bind
ing measured in the presence of 1 mM quisqualate. The sections were rinsed in cold
incubation buffer twice for 10 sec, once for 5 sec in 50% ofthe same buffer, followed
by 3 dips in distilled water. They were then dried under a stream of warm air and
used for autoradiography. In some experiments, specific 3H-AIVWA binding was de
termined by measuring the radioactivity remaining in the sections after washing in
ice-cofd buffer. Dried sections as well as tritium standards (ARC, St. Louis, MO)
were exposed to tritium-sensitive film (Amersham Hyperfiim) for $ days. The films
75
were processed in Sigma developer and fixer. The optical densities of different brain
regions were converted to radioactive units, using tritium standards on the film afier
measurement with an image analysis system (Imaging Research, MCID, St. Catheri
nes, Ontario).
Hippocampal suce preparation for LTP measurement
Experiments were performed on hippocampal suces [17J prepared ftom 4- and
18-month-old control and apoE-deficient mice (n = 8 of each strain). Transverse
suces were maintained at 35°C in medium containing (in mM) NaCI 124, KCI 5,
Na2PO4 1.25, MgCI2 1.5, CaC12 2.5, NaHCO3 26 and glucose 10. They were exposed
to a humidified atmosphere of 95% 02: 5% C02 and perfused continuously at a flow
rate of I ml/min. Afler a 1-hr equilibration period, a glass recording electrode (1—5
M; fihled with 2 M NaC1) was positioned in the stratum radiatum ofarea CAl ofthe
hippocampus to record fEPSPs evoked by a bipolar electrode (twisted 60 m
nichrome) activating fibers of the Schaffer collateral system. Bipolar stimulating
electrodes were placed in the stratum radiatum of 2 independent pathways converging
on common postsynaptic target cells; the 2 pathways were defined as independent
when LTP formation was restricted to the pathway receiving theta burst stimulation
(TBS). Afler a 20-min baseline period during which responses were recorded every
30 sec., TBS (10 bursts of 4 stimulation pulses at 100 Hz) were delivered at 200-msec
intervals. In ail cases, the response to stimulation was quantified by calculating the
initial slope ofthe resulting ŒPSP. In most cases, groups were compared by 1-way
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analysis of variance followed by Scheffes posthoc analysis with conventional criteria
ofstatistical significance: p values < 0.05.
Resuits
PS-induced modulation of AMPA receptors in mouse brain sec
tions
Previous studies in our Iaboratoiy have shown that PS incorporation in rat
brain tissues enhances the affinity of AMPA receptors [10J. To assess the influence of
P5 on mouse brains, horizontal sections ftom 4-month-old control mice were prein
cubated at 35°C for 60 min in Tris-acetate buffer containing various P5 concentra
tions. Afier washing in Tris-acetate buffer, the sections were incubated with 50 nM of
3H-A?vWA for 45 min at 0°C, and specific 3H-MvWA binding was determined by
measuring the radioactivity remaining in the sections after washing in ice-cold buffer.
Consistent with previous data in rats, we found that preincubation of thin frozen
thawed sections with PS resuits in a dose-dependent increase 3H-AMPA binding
(Figure Ï). A significant tise in 311-AMPA binding was observed at 0.03 mM P5 and
maximal elevation was obtained at concentrations between 0.5 and 0.8 mM PS.
Brain sections were preincubated with 0.5 mM PS and then subjected to quan
titative 3H-AMPA ligand binding autoradiography. In young controls, visual exami
nation by autoradiography clearly revealed increased binding in the hippocampus and
other brain structures after PS treatment (figure 2). The results illustrated in figure 3
show that the heightened 3H-AMPA binding elicited by P5 preincubation was flot
uniformly distributed in the various regions ofthe hippocampus. PS ptoduced a 30—
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40% increase of 3H-AMPA binding to CA3 and CAl stratum radiatum, whereas a
20—27% rise was noted in CA3 and CAl stratum oriens as weli as in the dentate
gyms. PS treatment also elicited a 30% increase in the molecular layer ofthe cerebel
lum, and a moderate 15% augmentation of3H-AMPA binding was noted in the inner
layers (III—VI) of the parieto-temporal cortex. Among ail the regions analyzed, the
striatum, the granular layer of the cerebellum and the thalamic nuclei presented the
smallest elevations of3H-AMPA binding.
AMPA receptor modulation in the hippocampus of apoE-deficient
mice
The capacity ofPS to up-regulate 3H-AMPA binding was also studied in the
hippocampus of young and aged apoE knockout mice. At 4 months of age, apoE
deficient mice sections showed a decrease in the capacity of PS to stimulate 3H-
PJvWA binding in specific areas of the hippocampus (Figure 4A, striped bars).
Whereas PS treatment of young controls was found to produce a 25—38% increase in
3H-AMPA binding to CA3, CAl and DG areas, the same treatment in young apoE
deficient mice evoked only a 5 to 12% elevation of3H-AMPA binding in these areas
ofthe hippocampus. The histograms in Figure 4B reveal the degree of stimulation of
3H-AMPA binding elicited by PS in aged (18-month-old) mice sections. As in the
young controls, increased 3H-AMPA binding was observed in the hippocampus afier
PS treatment of brain sections prepared from aged controls. In contrast to young
apoE-deficient mice, however, PS-induced enhancement of3H-AN’WA binding in the
hippocampus was not altered in aged apoE-knockout animais (Figure 4B; striped
bars), compared to age-matched controls.
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It should be noted that no significant differences in basal 3H-AMPA binding in the
hippocampus or any other regions studied were detected between control and apoE
deficient mice (Table 1), suggesting that the decreased effect ofPS on AMPA bind
ing observed in the various brain regions ofapoE-deficient mice was not due to major
differences in basal binding to the AMPA receptors. Sections ftom young (Figure 4A,
black bars) and aged (Figure 4B; black bars) non-transgenic controls were compared
to statistically test for aging effects on AMPA receptor modulation by PS treatment.
Whereas the PS-induced enhancement of AMPA receptor binding was found to be
consistently lower in the hippocampal region, this difference did not reach statistical
significance when compared to young controls.
LTP in young and aged apoE-deficient mice
Since modulation of AN’WA receptor properties appears to be necessary for
LTP expression, it is reasonable to propose that age-dependent changes in PS action
in apoE-deficient mice might also be associated with modifications in LTP magnitude
and time course. Hippocampal slices were prepared from young and aged apoE
deficient mice (and from their age-matched controls) and perfused for 2 to 3 hr with
ACSF before applying TBS to the Schaffer commissural pathway. TBS used to elicit
LTP consisted of 10 high frequency bursts (4 pulses at 100 Hz) repeated at 5 Hz [161.
During the experiments, responses were tested at 30-sec intervals for at least 10 min
prior to TBS and again for at least 40 min after TBS; it should be noted that the re
sponse size selected for the baseline period was set at half-maximal, as determined
from the I/O curve ofeach slice.
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In the young controls, TBS produced an initial increase in the siope offflPSPs
that decayed over a period of about 15 min (Figure 5). Following this typical short
term potentiation (STP), the potentiated responses remained stable for the duration of
the experiments. Four evoked responses were averaged 2.0 and 40 min afler TBS to
evaluate whether STP and LTP were modified in apoE-deficient mice. As shown in
Figure 5A, there were no significant alterations in STP in young apoE-deficient mice
compared to age-matched controls (75 ± 12% for control mice vs. 98 ± 12% for
apoE-knockout mice; N = 8). However, statistical comparisons reveaied that the LTP
remaining afier 40 min was significantly smaller in young apoE-deficient mice (24 ±
6%) compared to their young controis (57 ± 7%; N = 7, p <0.05; t-test). Finally, in
aged apoE-deficient mice, we demonstrated that LTP induced by TBS was similar in
both magnitude and time course in comparison to their age-matched control counter
parts (Figure 5B).
Discussion
Our data confirm the previously-reported observation in rats that preincuba
tion ofmice brain sections with PS resuited in increased 3H-AMPA binding [10]. In
the present study, we also demonstrated that the PS-induced enhancement ofAIvWA
binding was altered in brain sections from apoE-deficient mice. In the young apoE
deficient group, quantitative autoradiography revealed that ail hippocampus regions
were less sensitive to PS when compared to age-matched controls, whereas modula
tion of AMPA receptors by PS treatment was found not to be affected in the various
hippocampal areas ofaged apoE-deficient mice. At the electrophysiological level, we
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also observed that the magnitude ofLTP in area CAl ofhippocampal suces was sig
nificantly smaller in young (but not aged) apoE-deficient mice compared to age
matched controls. ApoE is believed to play an important role in cholesterol transport
for proper cholesterol turnover [19], and it is well-known that during CNS injury,
transiocation of apoE, cholesterol and phospholipids is necessary for synaptic repair
[34]. The involvement of membrane cholesterol in synaptic plasticity is currently
unknown, although recent studies have shown that other membrane lipids may con
tribute to several aspects of LTP. For example, there is a great deal of evidence that
arachidonic acid plays a role in LTP; it enhances the synaptic response, it increases
glutamate release, and its concentration is elevated in the synaptic clef following LTP
induction [13]. Since arachidonate has been proposed to act as a retrograde messen
ger for the enhancement oftransmitter release during LTP [6], it might be argued that
the LTP impairment we observed in young apoE-deficient mice could be due to inap
propriate production and/or action of arachidonate afier LTP induction. Alternatively,
the inability of Schaffer collateral/commissural synapses of the hippocampus to dis
play LTP in young apoE-deflcient mice could reflect altered cellular processes asso
ciated with LTP expression or the lack of mechanisms involved in LTP induction,
such as calcium influx through the NMDA receptor channel. However, the recent
observation that both the biochemical and electrophysiological properties of NMDA
receptors were not altered in young apoE-deficient mice is certainly not consistent
with this contention [15]. It is of interest that similarly to the appearance of LTP,
treatment ofbrain sections with PS was seen to be accompanied by increased AMPA
receptor binding in the adult rat hippocampus, with little change in 3H-glutamate
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binding to MvIDA receptors [10, 20 and 38J. In fact, several unes of experimental
evidence have prompted the hypothesis that phospholipid-induced modification of
AMPA receptors is an important component of synaptic plasticity [7]. Here, PS
induced change in AMPA receptor properties is found to be altered in brain sections
from young apoE-knockout mice, suggesting that the Iack ofLTP noted in these ani
mais could be attributed to abnormal modulation of A!vWA receptors. Consistent with
this idea are studies showing that LTP is impaired in rats during diabetes [8] and dur
ing the developmental period [2], two other experimental conditions where PS treat
ment of brain sections does flot increase 3H-AMPA binding [8 and 101. Our resuits
indicated that LTP induced by TBS was lower in area CAl of the hippocampus of
young, but not aged, apoE-deficient mice compared to age-matched controls. In con
trast to the present study, Veinbergs et aI. (1998) reported that LTP, as measured in
the population spike, is significantly reduced in the perforant pathway of aged apoE
deficient mice. However, the same group also reported that aged apoE-deficient mice
display normal LTP in evoked fEPSPs [39J, which is consistent with the present in
vestigation demonstrating no significant differences in synaptic plasticity within the
CAl region of 18-month-old apoE-deficient mice. 0f course, the apoE-knockout is a
model of Alzheimer’s disease, and the present results did not provide clear-cut con
clusions regarding the reiationship of the degree of LTP and the performance of
apoE-deficient mice in learning tasks requiring the hippocampal structure. In fact,
despite a higher level ofLTP in area CAl ofaged knockout mice, it appears that both
young and aged apoE-knockout mice are poor learners in the Morris maze test [15, 31
and 40]. It should be mentioned that the exact relationship between the magnitude of
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LTP and performance in hippocampal-dependent learning tasks is stili highiy debated
and controversiai, since it proved difficuit to assign the memory deficit for specific
learning tasks solely to the iack of LTP in the hippocampal formation [30 and 36].
Regardless ofthis specific issue, the present study further confirms that apoE status is
important for controlling synaptic piasticity and supports the notion that impairment
ofAvWA receptor regulation by the iipid environment in the hippocampus ofyoung
apoE-deficient mice might be associated with LTP deficits. The presence of LTP in
aged apoE-deficient animais, together with apparent recovery of the P5 action on
AMPA receptors, aiso indicates that aged apoE-knockout mice might possess com
pensatory mechanisms which reduce biochemical and electrophysiologicai aiterations
of giutamatergic neurons. Identifying the mechanisms by which the recovery effects
are exerted in aged apoE-deficient mice may provide important information about the
celiular processes capable of maintaining synaptic integrity during aging.
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Figure Iegends
Fig. 1. Effect of phosphatidylserine on 3H-AMPA binding in mouse brain sec
tions. Adjacent coronal sections at the level ofthe dorsal hippocampus were preincu
bated at 35°C in Tris acetate buffer (100 mM, pH 7.4, containing 100 M EGTA) in
the presence of different PS concentrations. They were then washed in buffer alone
and processed for 3H-AMPA binding, as described in Materials and Methods. The
results are expressed as percent specific binding measured in sections preincubated
with buffer alone and are means + SEM of values obtained from 5 different experi
ments.
Fig. 2. Effect of phosphatidylserine treatment on 3H-AMPA binding in mouse
sections. Adjacent horizontal sections were preincubated at 35°C for I hr in Tris
acetate buffer (100 mM, pH 7.4, containing 100 M EGTA) without (A) or with (B)
0.5 mM of PS. They were then washed in buffer alone and processed for 3H-AMPA
binding. Autoradiographs were obtained as described in Materials and Methods.
Fig. 3. Effect of phosphatidylserine treatment on 3H-AMPA binding in different
areas of the mouse brain. Adjacent horizontal sections prepared from young con-
trois were preincubated at 35°C for 1 hr in Tris-acetate buffer (100 mM, pH 7.4, con
taining 100 M EGTA) without (black bars) or with (striped bars) 0.5 mM PS. Autora
diographs, as shown in Figure 2A and 2B, were analyzed using an image analysis
system, and the results are expressed in pmol/mg of protein obtained for different
regions ofthe mouse brain. OR, stratum oriens, RAD, stratum radiatum; DG, molecu
lar layer of the dentate gyrus; ICX, inner (III—VI) layers of the parieto-temporal cor
tex; ECX, outer layers (I—II) of the same cortex; STRIA, striatum; GRAN, granular
layer of the cerebeilum; MOL, molecular layer of the cerebellum; THAL, thalamic
nuclei. The data are means ± SEM ofat least 8 different measurements per mouse in
5 different mice. *Statistical significance compared to basal values. *P <0.05, **
0.01 versus controls, Scheffes test.
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Fig. 4. Phosphatidytserine-induced increase of 3H-AMPA binding in brain sec
tions of young and aged apoE-deficient mice. Adjacent horizontal sections pre
pared from young (A) and aged (B) animais were preincubated at 35°C for I hr in
Tris-acetate buffer (100 mM, pH 7.4, containing 100 M EGTA) without or with 0.5
mM PS. Ail autoradiographs were analyzed with a digital analysis system for various
hippocampal regions. The results represent PS-induced stimulation of 3H-AMPA
binding (expressed as percentage increases over basal binding) in control (black bars)
and apoE-deficient sections (striped bars). The data are means ± SEM of at ieast 7—8
different measurements per mouse in 5 different mice. *Statistical significance com
pared to basai values. * <0.05 versus controls, Scheffe’s test.
Fig. 5. LTP in area CAl of the hippocampus of young and aged apof-defïcient
mice. Field EPSPs were recorded in the stratum radiatum of CAl pyramidal celis in
hippocampal suces prepared from control (closed circles) and apoE-deficient (open
circles) animais. In young mice (A), the siope of the response exhibited approxi
mately 80% potentiation in both control and apoE-knockout mice suces after TBS
which slowiy decayed during the first 10 min. In control suces, the potentiation re
mained stable with a 55% increase. In young apoE-deficient slices, note the progres
sive decay in the magnitude of potentiation, resulting in a small 24% increase after
TBS. In aged mice (B), no major differences in LTP were detected between suces
prepared from control and apoE-deflcient animais. The values obtained during the
period preceding TBS were averaged to derive baseline values, and each point repre
sents the mean ± SEM of 8 different experiments in which the responses of controi
and apoE-deficient suces were measured before and afler TBS.
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Abstract
Aims/hypothesis. Recent studies involving electrophysiology and immunolabelling
indicate that short-term insulin treatment of hippocampal fleurons in culture induces
changes in glutamate receptor ftinction, suggesting that this receptor system can be
aÏtered on a relatively rapid time scale during diabetic conditions. To investigate this
hypothesis, we examined whether brain glutamate receptors and long-term potentia
tion are altered in the early stages of diabetes mellitus in non-obese diabetic mice, a
genetic model of Type I (insulin-dependent) diabetes mellitus.
Methods. In vitro receptor autoradiography and immunoblouing were used to study
the impact of diabetes on brain glutamate receptors. from an electrophysiological
point of view, field potential recordings were also examined in area CAl of hippo
campai suces to determine the influence ofdiabetes on long-term potentiation.
Results. Quantitative autoradiographic analysi s revealed enhanced 3H-glutamate
binding to several brain regions ofdiabetes mice, with maximal increases in the cere
brai cortex and hippocampus. Saturation kinetics within the cerebral cortex disclosed
that this change of 3H-glutamate was possibly due to an increase in the maximal
number of N-methyl-D-aspartate binding sites, an interpretation that was corrobo
rated by Western blot analysis of N-methyl-D-aspartate 2A subunits. Impairment in
the expression of hippocampal long-term potentiation was also observed in diabetic
mice, while the failure to elicit synaptic potentiation was prevented by insulin treat
ment.
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Conctusionlinterpretation. Because glutamate receptors are thought to be involved in
several degenerative processes, our resuits suggest that up-regulation of these recep
tors in the early stages of diabetes could represent an important mechanism underly
ing neurological complications within the brain ofdiabetic patients.
Keywords. NMDA receptor - AMPA receptof - hippocampus - NOD mice
Abbreviations. AMPA Œ-Amino-3 -hydroxy-5-methyli soxazole-4-propionate; CNQX
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-(JH,4H)-dione, fEPSP field excitatory postsynaptic
potential, G1uR glutamate receptor subunit; HFS high-frequency stimulation, IT insu-
lin treatment, Kd receptor affinity, LTP long-term potentiation; NMDA N-methyl-D




According to recent projections, over 200 million people worldwide will be
diagnosed with diabetes by the year 2010 [1]. Diabetes mellitus is an endocrine dis
order of carbohydrate metabolism resulting primarily from inadequate insulin release
(Type I insulin-dependent diabetes mellitus) or insulin insensitivity coupled with in
adequate compensatory insulin release (Type II non-insulin-dependent diabetes melli
tus). forms of diabetes are associated with the development of complications in the
peripheral as well as the central nervous system (CNS). For instance, learning and
memory deficits are Iinked with Type I and Type II diabetes mellitus [2, 3, 4, 5, 6],
and brain morphological abnormalities have been found in diabetic patients, mainly
in the cortex area [7, 8]. Studies on experimental models of diabetes have provided
similar results in that rats with streptozotocin (STZ)-induced diabetes exhibit mor
phological, behavioural and electrophysiological alterations [9, 10, 11]. In particular,
numerous studies strongly suggest that dysfunction in hippocampaÏ long-term poten
tiation (LTP), in electrophysiological model ofsynaptic plasticity thought to subserve
learning and memory processes, is associated with diabetic conditions [10, 12].
Work over the past decades has shown that regulation of glutamate receptor
properties can contribute to learning and memory as well as LTP formation (for re
view see [13]). Ironically, activation ofthis neurotransmitter system is also suspected
to be involved in neurodegeneration following a wide range of neurological insults,
including ischemia, trauma and epileptic seizures [14, 15]. In rodents, N-methyl-D
aspartate (NMDA) and non-NMDA (kainate and a-amino-3-hydroxy-5-
100
methylisoxazole-4-propionate, AMPA) receptors are two families of ionotropic re
ceptors stimuiated by glutamate that have been impiicated in neurodegeneration [17].
Overactivation of these receptors can cause celi damage by increasing intraceliular
calcium concentration in neurons, thereby leading to the generation of free radicals
and activation ofproteases, phospholipases and endonucleases [18, 19, 20J as weIl as
transcriptional activation of specific ccli death programs [21J. Interestingly, evidence
from fiinctional and biochemicai studies show that long-term exposure to hypergly
caemia in STZ-induced diabetic rats is associated with important glutamate receptor
abnormalities [22, 23]. Recently, short-term insulin treatment was found to alter
NMDA receptor activation [24] as well as to interact with AN’WA receptor traflicking
between the plasma membrane and the intracettular compartment in cultured hippo
campal neurons [25] indicating that mechanisms underiying diabetic neuropathies
couÏd be initiated in the early stages of the disease, as a consequence of abnormal
glutamate receptor properties. This is relevant to the clinicai situation because exces
sive activation of glutamate receptors is a characteristic feature of brain damage dur
ing stroke and ischemia [26], conditions that are exacerbated by hyperglycaemic
states [1]. Using in vitro receptor autoradiography as well as immunoblotting, we
have explored the possibiiity that NMDA or AMPA receptor properties are aitered in
the early stages of diabetes in non-obese diabetic (NOD) mice, a genetic model of
Type I (insulin-dependent) diabetes. The functional integrity of the brain was also
determined by comparing LTP magnitude in the hippocampus ofNOD mice.
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Materials and methods
Animais and tissue preparation.
NOD mice and their controls (non-obese, non-diabetic (NON) mice) were
purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, Me., USA) at 7-9 weeks of age.
Ail mice were kept in individual cages under a 12:12-h light-dark cycle, in a facïlity
that respected proper laboratory principles (NIH publication No. 86-23, revised 1985)
and Canadian Council on Animal Care Guidelines. They had access to a standard
chow and water aU libitum. In the NOD mouse model, Type I diabetes occurs spon
taneousiy between the l2th and 3Oth weeks of age, with an onset characterized by
polydipsia, glycosuria and hyperglycaemia. In this study, these diabetic mice were
either kilied by decapitation I week afier the onset ofdiabetes, which was established
by the presence of glycosuria (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Quebec) or
treated for 1 week with insulin. A subcutaneous, slow-release implant of stereate in
sulin was placed under the dorsal skin for 0. 1 jig insulin/day of treatment until the
mice were killed (LinBit, Linshin Canada, Scarborough, Ontario). Their brains were
quickly removed and frozen in isopentane (methyl butane) at -20°C, then stored at -
70°C. Horizontal 10- or 30-jim thick sections were eut in a cryostat, thaw-mounted
onto chrome-alum-geiatin-coated slides, and stored at -70°C until the day of use.
Glucose concentration in serum, from blood sampies collected at the time of killing,
was determined with a Boehringer Mannheim kit, and found to be in the range of 6-8
mmol/l and 15-19 mmoi/l for NON and NOD mice, respectiveiy.
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Quantitative glutamate receptor autoradiography.
Adjacent brain sections were pre-incubated at 35°C for 60 min in 12 ml of
Tris-acetate buffer (100 mmol/l, pH 7.4) containing 100 jimol/1 EGTA (Ethylene gly
cot-bis(-aminoethyl ether) N,N,N-tetraacetic acid). Alter washing in 50 ml of Tris
acetate buffer (100 mmol/l, pH 7.4) containing 100 jimol/1 EGTA, the sections were
processed for Al’vWA or (6-cyano-7-nitroquinoxal me-2,3 -(1 ll,4H)-dione (CNQX)
receptor binding, as described previously [27J. In brief, brain sections were incu
bated for 45 min at 0-4°C in Tris-acetate buffer (50 mmol/l, pH 7.4, 100 t.tmol/l
EGTA) containing 50 mmol/l potassium thiocyanate and either 30 nmol!l of 3H-
ATvWA (specific activity 53 Ci mmol-I, NEN-Dupont) or 15 nmol/t 3H-CNQX (spe
cific activity 26.70 mmol-1, NEN-Dupont). Non-specific binding was defined as
binding measured in the presence of I mmol/l quisqualate and 5 mmol/l glutamate. At
the end of incubation, the sections were rinsed twice in cold incubation buffer for 10 s
and once for 5 s in 50% ofthe same buffer, followed by three dips in distilled water.
They were then dried rapidly under a stream of warm air and used for autoradiogra
phy. For 3H-glutamate binding to NMDA receptors, sections were incubated with
100 nmol/l of 3H-glutamate (51 Ci mmol-1, Mandel Scientific Company, Guelph,
Ontario, Canada) for 45 min at 0-4°C in Tris-acetate buffer (50 mmol/l, pH 7.4, 50
jimol/l EGTA) containing 5 .tmo1/l AMPA, 1 j.tmol/I kainic acid and 10 pmol/l quis
qualate to eliminate glutamate binding to non-NMDA sites, and 100 imol/l SITS (4-
acetanido-4-isothiocyanato-stilbene-2-2-disulfonie acid) to block glutamate uptake
sites. Saturation experiments, using concentration from 20 nmol/l to I iimolll, were
also done to determine whether the modulation of 3H-glutamate binding was the re
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suit of changes in receptor affinity or in receptor number. Non-specific binding in
both types of experiments was defined as binding measured in the presence of 5
mmoi/i glutamate. The sections were rinsed twice in incubation buffer for 15 s and
once tbr 10 s in 50% of the same buffer, followed by three dips in distilled water.
They were dried as described above for AMPA binding. Dried sections as well as
tritium standards (American Radiolabeled Chemicals, St. Louis, Miss., USA) were
exposed to tritium-sensitive film (Amersham Hyperfiim, AB, Sweden) for 14 days
(3H-AMPA), 12 days (3H-CNQX) or 28 days (3H-glutamate). The films were proc
essed in Sigma developer and fixer. The optical density (OD) of different brain re
gions was converted to radioactive units, using tritium standards afier measurement
with an image analysis system (Imaging Research, MCID, St. Catharines, Ontario).
Electrophoresis and immunoblofting.
Horizontal 30-!.tm sections were cut in a cryostat and thaw-mounted in
chrome-aium-gelatin-coated slides. Adjacent sections were preincubated for 60 min
in 50 ml ofTris-acetate buffer (100 mmol/], pH 7.4) containing 100 pmol/l EGTA at
35°C. Tissue was collected in 0.32 mol/I sucrose containing several protease inhibi
tors (leupeptin 5 .imol/l, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 200 iimoi/l, and N
tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK) I igImi), then homogenized with
a glass-Teflon homogeniser. The homogenates were centrifuged to obtain membrane
fractions [28J. Briefly, the homogenates were centrifuged at 1,000 g for 10 min., and
the supernatants were centrifuged at 11,500 g for 20 min. The resulting pellet, P2,
was defined as the crude synaptosomai fraction. This fraction was resuspended in
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Tris-acetate buffer (50 mmol/l, pH 7.4, with the same concentrations of inhibitors as
above), and protein concentrations in each fraction were measured by Bio-Rad pro
tein assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario). Western blot analysis was
conducted on the crnde synaptosomal fractions obtained from control and diabetic
sections. Aliquots of P2 fractions were subjected to sodium dodecyl sulfate 8% poly
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) according to the method of Laemmli
[29]. Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes [30J. To block non
specific sites, the membranes were flrst incubated for I hr at room temperature in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 5% dry non-fat milk. They were then
incubated with primary antibodies against glutamate receptor subunit 1 (GIuR1, 0.3
j.tg/mI) and GIuR2/3 (0.35 j.iglml) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, N.Y., USA)
as well as NMDA receptor subunit 1 (NR1, 0.1 ig/m1) and NR2A (0.1 igJm1) (Santa
Crnz Biotechnology, Santa Cruz, Calif, USA) in PBS containing 5% dry non-fat
milk. Bands corresponding to G1uR1 or 2/3 were detected with an aikaline phos
phatase-conjugated secondary antibody (Roche Molecular B iochemical s, Lavai, Que
bec). The OD ofthe immunoreactive bands was quantified with a computer imaging
system (Imaging Research, MCID, St Catherine, Ontario).
Hippocampal suce preparation for electrophysiology.
Experiments were performed on hippocampal suces [31] prepared from NON,
NOD and insulin-treated NOD mice. Transverse suces were maintained at 35°C in
medium containing (in mmol/l) NaCI 124, KC1 5, Na2PO4 1.25, MgCI2 1.5, CaCI2
2.5, NaHCO3 26 and glucose 10. They were exposed to a humidified atmosphere of
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95% 02: 5% C02 and perfused continuously at a flow rate of 1 ml/min. After a 1 h
equilibration period, a glass recording electrode (1-5 M, fihled with 2 mollI NaCI) was
positioned in the stratum radiatum of area CAl of the hippocampus to record field
excitatoty post synaptic potential (tEPSPs) evoked by a bipolar electrode (twisted 60
jim nichrome), activating fibres ofthe Schaffer collateral system. Bipolar stimulating
electrodes were placed in the stratum radiatum of two independent pathways con
verging on common postsynaptic target celis. Afier a 20-min baseline period during
which responses were recorded every 30 sec, theta-burst stimulations (TBS) (10
bursts of 4 stimulation pulses at 100 Hz) were given at 200-msec (5 Hz) intervals. In
ail cases, the response to stimulation was quantified by calcu]ating the initia] slope of
the resulting ŒPSP.
Statistical analysis. In most cases, the data are presented as means ± SEM. Be
tween groups, differences in subunit composition were analysed by the two-tailed t
test for independent samples. for differences in binding and LTP expression, groups
were compared by analysis of variance (ANOVA) followed by Scheffe’s post hoc




Glutamate receptor bïnding properties in brain sections of NOD
mice.
Brain sections of NON (glycaemia: 7.27 ± 0.9 mmol/l), NOD (giycaemia:
17.60 + 2.0 mmol/l) and insulin-treated (IT) NOD (10.17 ± 1.0 mmol/l) mice were
preincubated at 35°C and subjected to quantitative 3H-glutamate ligand binding
autoradiography for NMDA receptors. Visual examination of the autoradiographs
clearly showed a marked increase of 3H-glutamate binding in the hippocampus and
cerebral cortex of NOD mice. The rise in 3H-glutamate binding to NMDA sites ob
served in diabetic animais was distributed uniformly in the various regions of the
hippocampus (figure lA). A 1$-35% increase in 3H-glutamate binding was found in
CAl and CA3 strata radiatum and oriens as well as in the dentate gyrus of NOD
mice, compared to the controls. A moderate increase of about 15% in 3H-glutamate
binding to NMDA receptors was seen in the external cortex, and among ail the telen
cephalic regions analysed in diabetic mice, with the internai cortex showing the high
est elevation (50%, see figure lB), when compared to NON mice. Saturation ex
periments at equilibrium were performed to determine whether the increment in 3H-
glutamate binding in diabetic mice was the result ofalterations in receptor affinity or
maximal number (figure 2A). The saturation kinetics ofbinding in the internai cortex
region yielded a linear Scatchard plot, suggesting the existence of a single binding
site (figure 23). In this brain region, heightened 3H-glutamate binding during diabe
tes was flot due to a change in affinity ofNMDA receptors (Kd 206 ± 33 nmol/I in
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control vs Kd = 202 ± 31 nmol/I in diabetic sections; means ± SEM of 4 experi
ments), but to arise in the maximal number ofbinding sites (Bmax = 2.82 ± 0.16 in
control vs 4.23* ± 0.23 pmol/mg of prot. in NOD sections; means ± SEM of 6 cx
periments, *p<001 Student’s t test). Ligand binding autoradiography with 3H-
AMPA and 3H-CNQX was also used to test the effects of diabetes on the binding
properties ofAIvWA receptors in various brain regions. Adjacent brain sections were
preincubated at 35°C and then subjected to 3H-AMPA ligand binding autoradiogra
phy. Visual examination ofthese autoradiographs clearly indicated that the increased
3H-AMPA binding in various areas of the hippocampus was generated by diabetes.
We found a significant increase in around 30% in 3H-MvWA binding to CA3 and
CAl strata radiatum and oriens of the hippocampus in NOD sections. A similar in
crease (20-30%) was also observed in the dentate gyms and cerebral cortex of dia
betic mice (Figure 3k B). As illustrated in Figure 4k B, quantification and averag
ing ofthe data obtained from several sections indicated that no significant changes in
3H-CNQX binding were generated by diabetes in the various brain regions analysed,
compared to NON mice.
Expression of NMDA and AMPA receptor subunits in brain sec
tions of NOD mice.
To evaluate the protein concentrations of glutamate receptors, Western blot
analyses were performed on crude synaptosomal fractions obtained from control, dia
betic and diabetic-treated mouse sections (30 j.tm thick). Membranes were im
munoblotted with antibodies against the C-terminal domains ofNRl, NR2A, GIuRI
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or GIuR2/3, as reported previously [32, 33]. Figure 5B shows that NR2A immu
nostaining was increased in the telencephalic membranes of diabetic compared to
control mice. The mean (± SEM) OD values for NR2A (0.5 8 ± 0.1 in control vs 1.15*
± 0.03 in diabetic mice, 5 *p<ool) increased by about 84% in NOD mouse sec
tions, while no changes were reported in NOD mice that received insulin (0.69 ± 0.04
in control vs 0.70 ± 0.04 in II NOD). In contrast, Western blot analysis ofNRl (0.78
+ 0.1 in control vs 0.91 ± 0.05 in diabetic mice) showed no detectable difference in
immunostaining between controls and NOD mice. As for NRI, both G1uR1 (0.48 ±
0.04 in control vs 0.53 ± 0.05 in diabetic mice) and GIuR2/3 (0.35 ± 0.04 in control
vs 0.41 ± 0.05 in diabetic mice) concentration were similar in control and diabetic
mice (Figure SA).
Long-term potentiation (LTP) in diabetic mice before and after in
su lin treatment.
Because glutamate receptors contribute to synaptic plasticity in the brain [35,
36], electrophysiological experiments were conducted to examine the influence of
diabetes on LTP expression. Hippocampal slices from control, diabetic and insulin
treated diabetic mice were prepared and perfused for 1 h with artificial cerebrospinal
fluid (ACSF) before applying high-frequency stimulation (I-IFS) to the Schaffer
commissural pathway in area CAl of the hippocampus. Theta-burst stimulation
(TBS) was used to elicit LI? and consisted of 10 HFS bursts (four pulses at 100 Hz)
repeated at S Hz. During recording, responses were tested at 30-sec intervals for at
least 10 min before TBS and again for at least 40 min afler HFS. In the present inves
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tigation, two evoked responses were averaged I and 30 min afier TBS to determine
the possible effect of diabetes on short-term potentiation (STP) and LTP, respec
tively. As shown in Figure 6, both STP and LTP were reduced in hippocampal suces
ofNOD mice. Statistical comparisons revealed that LTP magnitude was decreased in
diabetic mice (24.9% ± 6%; n=7, p<O.OI, Scheffe’s test) compared to their controls
(87.5% ± 6%; n=$), while the diminution in the capacity ofdiabetic slices to generate
LTP was markedly prevented by IT (61.52% ± 6%; n8).
Discussion
This study shows that up-regulation of glutamate receptors occurs in the early
stages of diabetes mellitus. Binding experiments indicate that the increase in 3H-
glutamate binding to NMDA receptors is due to an increase in the maximal number
of NMDA-binding sites. Supporting this, we showed that levels of NR2A (but flot
NR1) are enhanced in crude synaptosomal fractions from NOD mice. There were also
indications of enhanced binding affinity of 3H-AMPA for its receptor within the
brain of NOD mice, especially in the hippocampal area. In CAl hippocampal suces,
these changes in glutamate receptor properties were associated with LTP impairment
and we found that both biochemical and electrophysiological abnormalities were pre
vented by IT of NOD mice. The effect of diabetes on NTvDA receptor binding re
ported here appears to be variable between brain structures, being larger in the inter
nal layers (III-VI) of the cerebral cortex and almost absent in the striatum. The glu
tamate-binding site of NMDA receptors seems to be located on NR2, whereas the
glycine-binding pocket is on NR1 [17]. Therefore, regional variations ofNMDA re
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ceptor binding during diabetes could reflect the differential expression ofNR2 in the
various brain structures ofNOD mice, as indicated by the increase in NR2A (but flot
NR1) in the telencephalic membranes ofNOD mice. 0f course, it remains to be seen
whether the expression patterns ofNR2A are subject to modification in specific ceils
ofthe brain regions. In particular, it is known that NRI-NR2A receptor channels are
mainly expressed in pyramidal cells, and immunohistochemical studies of brain sec
tions are currently examining whether the expression of NR subunits is differentially
regulated by diabetes in these ceils. from the ftinctional point of view, experiments
done on recombinantly expressed NMDA receptors have revealed that NR2 composi
tion strongly influences the electrophysiological characteristics of NMDA receptor
subtypes [17]. NR2A-containing receptor channels differ from other channel sub
types, showing fast deactivation and prominent calcium-dependent desensitisation
[34]. Interestingly, NR2A seems to be necessary for LTP formation at several syn
apses, emphasizing the functional significance of our study revealing up-regulation of
NR2A in synaptic membranes ftom NOD mice [35, 36]. Our finding that NR2A con
centrations are increased in synaptic membranes of NOD mice suggests that expres
sion of abnormal NMDA receptors during diabetes could have functional as weIl as
pathological consequences. This contention is supported by the present data indicat
ing that LTP magnitude in area CAl of hippocampal suces is altered in NOD mice.
0f course, this reduction in the capacity of diabetic suces to generate LTP seems to
be dependent on the diabetic state, because the LTP defect was prevented by IT of
NOD mice. The possible target mechanisms contributing to the impairment in synap
tic plasticity, however, remain to be determined but could include promotion of
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NMDA-induced celi damage or NMDA-mediated activation of suent synapses in
hippocampal neurons [37, 38].
Our study shows that 3H-AMPA binding is enhanced in most brain regions of
NOD mice and indicates that the amounts ofGluRl and GIuR2/3 are flot different in
synaptic membranes of NOD mice, suggesting that change in receptor binding is not
due to modification of AMPA receptor expression. On the other hand, the charactens
tic effect, i.e. increased binding of an agonist, 3H-AN’WA, and no changes in binding
of an antagonist, 3H-CNQX, at AMPA receptors, indicates that diabetes could be
associated with alteration in receptor affinity rather than changes in the number of
receptors. Indeed, the molecular mechanism responsible for the increased AMPA
receptor affinity in NOD mice is not known. Nevertheless, it is noteworthy that acti
vation of the calcium-dependent enzyme phospholipase A2 (PLA2) could be part of
the molecular mechanisms underlying changes in AMPA receptor conformation. In
particular, it was reported previously that treatment of telencephalic membranes or
tissue sections with exogenous PLA2 or phospholipase C (PLC) heightened AMPA
receptor affinity [39, 40, 41, 42]. Various studies have suggested that the effect of
phospholipases could be due to modifications of the lipid environment of the recep
tors, as incorporation of phosphatidylserine (PS) into rat brain membranes reproduced
the increased affinity of AMPA receptors elicited by calcium-dependent phospholi
pases [43 J. Therefore, augmented affinity of AMPA receptors in the btain of NOD
mice could arise from pre-existing modulation of receptors by endogenous lipases.
This notion is, indeed, supported by recent data revealing that PS-induced enhance
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ment of 3H-AMPA binding is reduced in the hippocampus of NOD mice (data flot
shown).
However, it is important to point out that proteolysis as well as phosphoryla
tion of G1uR subunits might also be important for regulating AMPA receptor binding
[30, 32]. Thereby, it is possible that up-reguiation ofAMPA receptor affinity in NOD
mice could reflect previous aiteration ofGiuR by proteases or kinases. b the best of
our knowledge, no one lias directiy investigated the properties of glutamate receptors
in the brain of spontaneousiy diabetic animais, but previous works have shown that
they can be down-regulated in STZ-treated rats. At the neurochemicai level, NMDA
receptor expression and phosphorylation were reported to be down-regulated in post
synaptic densities from the brain ofchronic STZ-induced diabetic rats [23], and quan
titative autoradiographic experiments have reveaied that AMPA receptor affinity was
reduced in several brain regions [22]. This apparent discrepancy between our resuits
and those ofothers [22, 23J couid be reiated to the diabetic animai models used. The
main difference between the two modeis (non-genetic STZ and genetic NOD mice) is
that the former is chemicaiiy induced by a compound (STZ) which is known to pos
sess toxic effects on various tissues, inciuding the brain [44]. In this regard, regula
tion of glutamate receptors in STZ-treated animais couid represent a biochemical re
sponse that is not necessarily reiated to the diabetic state. Moreover, down-regulation
of glutamate receptors in STZ-treated rats lias only been investigated after a diabetic
duration of 3 months, which contrasts with the shorter duration (1 week) used in the
course of this study. Therefore, it couid be hypothesized that glutamate receptor
properties can be differentiaiiy moduiated, depending on the duration ofdiabetes [3].
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Nevertheless, our data are concordant with a recent study reporting up-regulation of
both NMDA and AMPA receptors in thoracic spinal cord sections from obese
diabetic ob/ob mice, another model in which animais develop diabetes spontaneously
and which closely resembies the Type II (insulin-independent) condition [45].
Together, the present findings are consistent with the possibility that brain
glutamate receptor properties can be modified in diabetic subjects [3]. In particular,
our data indicating that up-regulation of glutamate receptors is related to LTP defects
in the early stages of diabetes, are in line with the recent observation that early
changes in glutamate receptors could be causally involved in the peripheral neuropa
thies which can accompany diabetes mellitus [45]. Identifying the mechanisms by
which these biochemical and electrophysiologicat changes are exerted could provide
important dues about the cellular events responsible for diabetes-induced neuropa
thies.
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Figure legends
Figure lA, B. NMDA receptor binding in NOD mice. Adjacent horizontal sections
at the level of the hippocampus were preïncubated at 35°C for I h in Trïs-acetate
buffer (100 mmol/l, pH 7.4) containing 100 limol/l EGTA. Autoradiographs of 3H-
glutamate binding to NMDA receptor, like those shown in the upper part ofthis fig
ure, were analysed with an image analysis system for the various hippocampal (or,
stratum oriens, rad, stratum radiatum; DG, molecular layer of the dentate gyms) and
nonhippocampal (IntCx, inner layers of the parieto-temporal cortex, ExtCx, outer
layers of the parieto-temporal cortex; Stria, striatum; Thal, thalamic nuclei) regions.
The resuits obtained for the different regions of control (open bars) and NOD (filled
bars) mice sections were expressed in pmollmg of protein. A, B NMDA receptor
binding to hippocampal and nonhippocampal structures, respectively. The data are
means ± SEM of values obtained from 6 mice with at least 11 different measurements
per mouse for each of the cerebral regions examined. *p<O•05, **p<001 (Scheffe’s
test), control vs NOD sections.
Figure 2A, B. Binding properties of NMDA receptors in the cortex formation of
NOD mice. Saturation curve (A) and Scatchard plots (B) of 3H-glutamate binding to
NMDA sites in the parieto-temporal cortex of control (open bars) and NOD mice
(filled bars) sections. NMDA receptor binding was determined using 3H-glutamate
concentrations from 20 nmol/l to I j.tmol/l, and non specific binding was defined in
the presence of 5 mmol/l of glutamate. The data are presented as Scatchard plots
(bound/free) and analysed by the Inplot program from GrafPad to generate Kd and
Bmax; bound values are means ± SEM of values obtained with eight different meas
urements for the cerebral region examined. The saturation binding curve and the satu
ration plots are representative of experiments done on four different animals.
Figure 3A, B. AMPA receptor binding in NOD mice. Adjacent horizontal sections
at the level of the hippocampus were preincubated at 35°C for 1 h in Tris-acetate
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buffer (100 mmol/l, pH 7.4) containing 100 j.tmol/t EGTA. Autoradiographs of 3H-
AMPA binding, like those shown in the upper part ofthis figure, were analysed with
an image analysis system for the various hippocampal (A) and non-hippocampal (B)
regions. Abbreviations are the same as in figure 1. The resuits obtained for the dif
ferent regions of control (open bars) and NOD (fihled bars) mice sections were ex
pressed in pmol/mg ofprotein. The data are means ± SEM of values obtained from 6
mice with at least 11 different measurements per mouse for each of the cerebral re
gions examined. *p<005 **p<001 (Scheffe’s test), control vs NOD sections.
Figure 4A, B. 3H-CNQX binding in NOD mice. Adjacent horizontal sections at the
level of the hippocampus were preincubated at 35°C for I h in Tris-acetate buffer
(100 mmol/l, pH 7.4) containing 100 i.tmol/l EGTA. Autoradiographs of3H-CNQX
binding to AIvWA receptors were analysed with an image analysis system for the
various hippocampal (A) and non-hippocampal (B) regions. Abbreviations are the
same as in Figure I. The resuits obtained for the different regions of control (open
bars) and NOD (closed bars) mice sections were expressed in pmol/mg of protein.
The data are means + SEM of values obtained from 6 mice with at least 11 different
measurements per mouse for each of the cerebral regions examined. *p<005
**p<001 (Scheffes test), control vs NOD sections
Figure 5A, B. Glutamate receptor subunits in NOD mice. Adjacent horizontal
sections from control (open bars) and NOD mice (closed bars) at the level ofthe dor
sal hippocampus were preincubated at 35°C for 1 h in Tris-acetate buffer (100
mmol/1, pH 7.4) containing 100 iimol/l EGTA. After incubation, crude synaptosomal
(P2) fractions were prepared by subcellular fractionation. Western blots were per
formed using antibodies against the C-terminal domain of GluRi and GIuR2/3 sub
units of AMPA receptors (A) as weIl as antibodies against the NR1 and NR2A sub
units of NMDA receptors (B). Note that NMDA expression is normalized by insulin
treatment (IT). A representative Western blot showing modulation of the level of
AMPA and NMDA receptor subunits in P2 fractions is presented above the graph.
Blots were digitized and the bands were quantified with an image analysis system.
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Figure 6. LTP magnitude in hippocampal suces of NOD mice. Hippocampal suces
were incubated in artificial cerebrospinal fluid (ACSf) and LTP was elicited by high
frequency stimulation (HFS) ofthe Schaffer collateral system. Evoked fEPSPs were
recorded in the stratum radiatum of CAl pyramidal celis in NON mice (open trian
gles), NOD mice (open circles) and insulin-treated NOD (open squares) mice. The
values obtained during the period preceding TBS were averaged to derive baseline
value. The data are expressed as percentages ofbaseline values and each point repre
sents the mean ± SEM of 7-9 different experiments in which the responses were
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Abstract
D-myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate (InsP6), one of the most abun
dant inositol phosphates within celis, has been proposed to play a key role in vesicle
trafficking and receptor compartmentalization. In the present study, we used in vitro
receptor autoradiography, subcel lular fractionation, and i mmunoblotting to investi
gate its effects on a-amino-3 -hydroxy-5 -methyl isoxazole-4-propionate (AMPA) and
Nmethyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Qualitative and quantitative analysis of 3H-
AMPA binding indicated that incubation of frozen-thawed brain sections with InsP6
at 35°C enhanced AMPA receptor binding in several brain regions, with maximal
increases in the hippocampus and cerebellum. Moreover, saturation kinetics demon
strated that InsP6-induced augmentation of MvWA binding was due to an increment
in the maximal number of AMPA binding sites. At the immunological level, Western
blots performed on crude mitochondrial/synaptic (P2) fractions revealed that InsP6
(but flot InsP5 and InsP3) treatment increased glutamate receptor (GIuR)1 and GIuR2
subunits of AMPA receptors, an effect that was associated with concomitant reduc
tions in microsomal (P3) fractions. Interestingly, the InsP6-induced modulation of
AMPA receptor binding was blocked at room temperature and pretreatment with
heparin also dampened its action on both AMPA receptor binding and GIuR subunits.
These effects of InsP6 appear to be specific to AMPA receptors, as neither 3H-
glutamate binding to NMDA receptors nor levels of NR1 and NR2A subunits in P2
and P3 fractions were affected. Taken together, our data strongly suggest that InsP6
specifically regulates AMPA receptor distribution, possibly through a clathrin
dependent process.
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D-myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate (InsP6), one of the most abun
dant inositol phosphates, is formed via complex pathways of inositol phosphate me
tabolism. In some ccli types, its concentration is rapidly aitered upon ccii stimulation
(Sasakawa et al., 1993, 1995), and experimental evidence indicates that it is involved
in the control of several cellular functions. for instance, InsP6 has been shown to
reduce light-induced desensitization ofrhodopsin (Palczewski et al., 1992), presuma
biy through direct binding to arrestin (Paiczewski et ai., 1991), a specialized ciass of
regulatoty proteins. In the brain, a number of high-affinity binding sites for InsP6
have been found (Hawkins et ai., 1990; Nicoletti et al., 1990; Theibert et ai., 1991,
1992), and one ofthem has been identifled as the C2B domain ofsynaptotagmin (fu
kada et al., 1994), a major calcium-sensor for regulating exocytosis in neurons. InsP6
also binds with high affinity to clathrin assembly proteins, the adaptor proteins (AP)
2 and AP-3 (Beek and Keen, 1991; Theibert et ai., 1992; Timermanet al., 1992;
Vogimaier et al., 1992), thereby inhibiting ciathrin assembly (Beek and Keen, 1991;
Non-is et al., 1995 Ye et al., 1995). In fact, InsP6 has been proposed to participate in
vesicle trafficking and receptor compartmentalization (Sasakawa et ai., 1995), and the
demonstration that microinjection of InsP6 into ceils can inhibit vesicie trafficking is
consistent with the involvement of an inositide-binding site in this process (Liina’s et
aI., 1994). The concept was also recently strengthened by the observation that in
creased InsP6 in response to G protein-coupled receptor signais blocks the recruit
ment ofAP-2 and ciathrin-dependent endocytosis ofNa,K-ATPase activity in renal
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epithelial celis (Ogimito et al., 2000). Glutamate receptors (GluRs), which are major
excitatoiy receptors within the central nervous system, are the object of particular
attention, since their regulation appears to be crucial for controlling synaptic function.
For instance, GluRs have been proposed to control fast excitatoly neurotransmission
at glutamatergic synapses, and their excessive activation has been demonstrated to be
potently neurotoxic (Seeburg, 1993; Hollmann and Heinemann, 1994, Lipton and
Rosenberg, 1994). N-methyl-D-aspartate (NMDA) and non-NMDA (kainate and Œ
amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-propionate; AMPA) receptors are two families
ofionotropic receptors activated by glutamate (Dingledine et al., 1999). Among sev
eral important functions, the NMDA receptor has been implicated in the induction of
long-term potentiation (LTP), an electrophysiological model oflearning and memory
(Bliss and Collingridge, 1993). However, alterations in AMPA receptors appear to be
primarily responsible for the enhanced synaptic current observed during expression of
LTP (Kauer et al.,1988; Muller and Lynch., 1988; Davies et al., 1989). In this con
text, studies have shown that LTP expression may involve the uncovering of func
tional AMPA receptors in hippocampal slices that, prior to LTP, were either flot pre
sent in postsynaptic membranes or were electrophysiologically silent (Isaac et al.,
1995; Liao et al., 1995). Consistently, recent reports have proposed that regulation in
the surface expression of AMPA receptors at individual synapses may contribute to
the changes in synaptic strength that occur during LTP (Shi et al., 1999; Hayashi et
al., 2000). Although the detailed molecular mechanisms by which AMPA receptors
are regulated during synaptic plasticity remain intensely debated, it was suggested
recently that the surface expression of these receptors might undergo endocytosis
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through a clathrin-dependent process (Man et al., 2000; Wang and Linden, 2000). It
was also reported that GIuR2 subunits coimmunoprecipitate with adaptor protein 2
(AP-2) (Man et aI., 2000), indicating that inositol Iipids could play a role in the regu
lation ofAMPA receptors. Here, we used in vitro receptor autoradiography, subcellu
lar fractionation, and immunoblotting to study the effect oflnsP6 on both AMPA and
NT4DA receptors. Our resuits suggest that InsP6 treatment of rat brain sections selec
tively regulates the subcellular distribution ofAMPA receptors.
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Materials and methods
Tissue preparation and chemicals
Male Sprague-Dawley rats (Anilab, Inc., St. Foy, Quebec, Canada) were kept
in a temperature- and humidity-controlled environment and exposed to a 12-h
light/12-h dark cycle, with standard rat chow and water ad libitum. The animais were
housed in a facility that met Canadian Council of Animal Care guidelines. For bind
ing studies, 4-month-old rats were sacriflced by decapitation after methoxyflurane
anaesthesia. Their brains were quickly removed and frozen in isopentane (methyl
butane) at -20°C, and then kept at -70°C. Frontal or horizontal 10-tm-thick sections
were cut in a cryostat, thaw-mounted onto chrome-alum gelatine coated siides, and
stored at -70°C until the day of use. 2,3-diphospho-D-glyceric acid (DPGA), D-myo
inositol I ,4,5-trisphosphate (InsP3), D-myo-inositoi I ,3,4,5,6-pentakisphosphate
(InsP5), D-myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakissuifate (InsS6), and InsP6 were ail ob
tained from Sigma (St. Louis, MO).
Quantitative glutamate receptor autoradiography
Adjacent sections were preincubated at 35°C for 60 min in 50 mi of Tris
acetate buffer (100 mM, pH 7.4) containing 100 i.tM EGTA with and without InsP6
(or other compounds). In some experiments, preincubation with InsP6 was also per
formed in the presence of heparin (2.0 U/mi). After washing in 50 mi of Tris-acetate
buffer (100 mM, pH 7.4) containing 100 pM EGTA, the sections were processed for
AMPA receptor binding, as described previousiy (Tocco et ai., 1992). In brief sec-
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tions were incubated for 45 min at 0—4°C in Tris-acetate buffer (50 mM, pH 7.4; 100
1j1v1 EGTA) containing 50 mM potassium thiocyanate and 75 nM 3H-AMPA (specific
activity 53 Ci mmoV’, NEN-Dupont, Wilmington, DE). Nonspecific binding was de
fined as binding measured in the presence of 1 mM quisqualate. At the end of incuba
tion, the sections were rinsed twice in cold incubation buffer for 10 s and once for 5 s
in 50% of the same buffer, followed by three dips in distilled water. They were rap
idly either wiped off the slides with Gf/C filters and filter radioactivity was counted
in a liquid scintillation counter, or dried under a stream of warm air and used for
autoradiography. Saturation kinetics were performed at various concentrations of 3H-
AMPA (20 nM to 6 1tM) in area CAl ofthe hippocampus, and the autoradiographs
were analyzed by the Inplot program from GrafVad to generate Kd and Bmax values.
For 3H-glutamate binding to NMDA receptors, sections were incubated with 100 nM
of 3H-glutamate (51 Ci mmoF’, NEN-Dupont) for 45 min at 0—4°C in Tris-acetate
buffer (50 mM, pH 7.4; 50 pM EGTA) containing 5 iM AMPA, I pM kaïnic acid,
and 10 1iM quisqualate to eliminate glutamate binding to non-NMDA sites, and 100
1iM SITS (4-acetanido-4-isothiocyanatostilbene-2,2-disulfonic acid) to block gluta
mate uptake sites. Nonspecific binding was defined as binding measured in the pres
ence of I mM glutamate. The sections were rinsed twice in incubation buffer for 15 s
and once for 5 s in 50%of the same buffer, followed by three dips in distilled water.
They were dried as described above for MvWA binding. Dried sections as well as
tritium standards (ARC, St. Louis, MO) were exposed to tritium-sensitive film (Am
ersham Hyperfilm) for 7 days (3H-AMPA) or 14 days (3H-glutamate). The films
were processed in Sigma developer and fixer. The optical densities ofdifferent brain
136
regions were converted to radioactive units, using tritium standards after measure
ment with an image analysis system (Imaging Research, MCID, St.Catherines, On
tario, Canada). ANOVA was followed by Scheffe’s post hoc analysis with the con
ventional criterion for statistical significance.
Electrophoresis and immunoblotting
Horizontal 30-i.tm sections were cut in a cryostat and thaw mounted in
chrome-alum gelatine-coated siides. Adjacent sections were preincubated for 60 min
in 50 ml ofTris-acetate buffer (100 mM, pH 7.4) containing 100 tM EGTA at 35°C
with or without 200 iM InsP6. Tissue was collected in 0.32 M sucrose containing
several protease inhibitors (leupeptin 5 pM, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
200 1.tM, and N-tosyl-L-phenylalanine chloromethylketone (TCPK) 1 j.tg/ml), and
homogenized with a glass-Teflon homogenizer. The homogenates were centrifuged to
obtain crude mitochondrial/synaptic (P2) and microsomal (P3) membrane fractions
(Henley, 1995). Briefly, homogenates were centrifuged at 1,000g for 10 mm, and the
supernatants were centrifuged at I 1,500g for 20 min. The resulting pellet, P2, was
deflned as the synaptosomal fraction. The pellet P3, obtained by supernatant centrifu
gation at 100,000g for 1h, was deflned as the microsomal fraction. The P2 and P3
fractions were resuspended in Tris-acetate buffer (50 mM, pH7.4, with the same con
centrations of inhibitors as above), and protein concentrations in each fraction were
measured by Bio-Rad protein assay. In some experiments, Triton X-100 extraction of
crude synaptic membrane fractions was performed to isolate postsynaptic densities
(PSDs). Aliquots of P2 fractions (about 100 jig proteins) were treated with ImI of
137
Triton extraction buffer (1% Triton X-100, 40 mMTris, 150 mMNaCI, 1 mM EDTA,
50 tM leupeptin, 100 1iM PMSF, and 2 .tg/ml aprotinin, pH 7.4) on ice for 15 min
with intermittent vortexing. The extraction was centrifuged at 1 6,000g for 20 mm,
and the resulting pellet was defined as the Triton-insoluble fraction. Western blot
analysis was conducted on membrane fractions obtained from control and InsP6-
treated sections. Aliquots of P2 and P3 fractions were subjected to SDS-PAGE (8%
polyacrylamide), according to the method of Laemmli (1970). Proteins were trans
ferred onto nitrocellulose membranes, as described previously (Towbin et al., 1979).
To block nonspecific sites, the membranes were first incubated for 1 h at room tem
perature in phosphate-buffered saline (PBS) containing 5% dry non-fat milk. The
membranes were incubated with primary antibodies against GluRI (0.5 .tg/ml) or
G1uR2 (0.5 tg/ml) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) in PBS containing 5%
dry non-fat milk. Bands corresponding to GIuRI or 2 weie detected with an alkaline
phosphatase-conjugated secondary antibody (Roche Molecular Biochemicals). The
optical density (OD) of the immunoreactive bands was quantified with a computer
imaging system (Imaging Research). Here again, ANOVA was followed by Scheffe’s
post hoc analysis with the conventional criterion for statistical significance.
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Resuits
InsP6-induced changes in GIuR binding in rat brain sections
We flrst assessed the effects of incubating rat brain sections with increasing
InsP6 concentrations on the binding properties of AMPA receptors. Horizontal sec
tions were preincubated in Tris-acetate buffer in the presence of various InsP6 con
centrations (1—300 pM), and 3H-AMPA binding was then measured by wiping off the
sections to evaluate the amount of specifically bound radioactivity. InsP6 produced a
dose-dependent increase of specific 3HMvWA binding in these rat brain sections,
with a maximal elevation of about 50% above control values at 100 jiM InsP6 (soiid
circles, Fig. I A). Its effect was temperature-dependent, as it was markedly reduced at
room temperature (22°C, open circles, Figure lA). At a concentration of 200 11M,
InsP6 caused a 50 ± 4% increase of specific 3H-AMPA binding in sections preincu
bated at 35°C, while it had no action in sections preincubated at room temperature (4
± 4%, n = 6, P 0.05, Student’s t-test). Brain sections were next preincubated with
200 1iM InsP6 and subjected to quantitative 3H-AMPA ligand binding autoradiogra
phy. Visual examination ofautoradiography cleariy showed a marked increase of 3H-
AMPA binding in the hippocampus, cerebeilum, and other brain structures afler
InsP6 treatment (f ig. lB). The rise in 3H-AMPA binding elicited by InsP6 preincu
bation was distributed uniformly in the various regions ofthe hippocampus (Fig. IC).
InsP6 produced a 20—30% augmentation of 3H-AMPA binding in CAl and CA3
strata radiatum and oriens as well as in the dentate gyms. It aiso elicited a moderate
increase of about 15% in 3H-AMPA binding in the internai cortex and, among ail the
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regions analyzed, the cerebellum showed the highest elevation ($$%; see fig. 1D).
Saturation experiments at equilibrium were performed to determine whether the in
crease in 3H-AMPA binding elicited by InsP6 was the resuit ofalterations in receptor
affinity or maximal number. The saturation kinetics ofbinding in the strata radiatum
ofthe CAl region yielded a linear Scatchard plot, suggesting the existence ofa single
binding site (Fig. 2). In this region, the InsP6-induced increase in 3H-MvWA binding
was flot due to a change in affinity of AMPA receptors (Kd = 145 ± 26 nM in control
vs. Kd = 15$ ± 14 nM in InsP6-treated sections, means ± SEM of six experiments),
but to a rise in the maximal number of sites (Bmax = 7.5 ± 0.34 in control vs. 11.6* ±
0.3 pmol/mg of protein in InsP6-treated sections; means ± SEM of six experiments,
P<0.01, Student’s t-test). It should be mentioned that, in the present study, we failed
to detect any high-affinity sites (f ig. 2). This was probably due to the preincubation
of sections at 35°C, high-affinity AÎvWA-binding sites have been shown to represent
cytoplasmic receptors, and to be easily washed out by preincubation of tissue sections
at 35°C (Standley et al., 1998). Ligand-binding autoradiography with 3H-glutamate
was also used to test the effects of InsP6 on the binding properties of NMDA recep
tors in various brain regions (fig. 3A). As illustrated in figure 3B,C, quantification
and averaging of the data obtained from several sections indicated that no significant
changes in 3H-glutamate binding were produced by InsP6 treatment in the various
brain regions analyzed. 0f course, these results suggest that changes in AMPA recep
tors are not the result ofa chemical artefact of tissue preparation.
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Subcellular Iocalization of GIuR subunits after InsP6 treatment of
rat brain sections
Frozen-thawed brain sections (30 I.tm thick) were incubated at 35°C in the
presence and absence of 200 j.tM InsP6 for 60 min. After preincubation, they were
homogenized and subjected to subcellular fractionation. Samples from cmde mito
chondrial/synaptic (P2) and microsomal (P3) fractions were immunoblotted with an
tibodies against the C-terminal domains ofGluRl or GIuR2, as reported previously
(Bi et al., 1997, 1998). figure 4A shows that incubation of rat brain sections with
InsP6 resulted in an increase of 105-kDa species ofGluRl and GIuR2 subunits in the
mitochondrial/synaptic (P2) fraction. The mean (± SEM) OD values for both GIuR1
(0.64 + 0.05 in control vs. 0.84 ± 0.06 in InsP6-treated sections, n = 8, P 0.0 1) and
G1uR2 (0.47 ± 0.05 in control vs. 0.61 ± 0.05 in InsP6-treated sections, n = 8,
P 0.0 1) subunits were elevated by about 30% after InsP6 treatment of rat brain sec
tions. However, while the levels ofthese two subunits were enhanced in the P2 frac
tion, they were reduced (also by about 30%) in the microsomal (P3) fraction (fig.
4A). It should be mentioned that, in homogenates containing both P2 and P3 frac
tions, we failed to detect any changes in GIuRI subunits after InsP6 treatment (0.52 ±
0.06 in control vs. 0.55 ± 0.04 in InsP6- treated sections; n = 4), reinforcing the no
tion that apparent increases in GIuR subunits observed in P2 fractions are due to cor
responding reductions in P3 fractions. Another set of experiments was conducted
using anti-NR1 and anti-NR2A antibodies to test whether NMDA receptors were af
fected by InsP6 treatment of rat brain sections. Consistent with the binding experi
ments, no significant differences in the intensity ofNRl or NR2A staining were de
tected in mitochondrial/synaptic as weII as microsomal fractions prepared from con-
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trol and InsP6-treated sections (Fig. 4B). The cellular mechanisms for the regulation
of AMPA receptor properties by InsP6 remain to be understood. InsP6 is known to
interact with adaptor proteins in the brain, and InsP6 binding has been demonstrated
to be inhibited by heparin (Theibert et al., 1991). Therefore, we examined the effect
of heparin on InsP6-induced modulation of AMPA receptor properties. Preincubation
of horizontal sections with heparin (2 U/ml) signiflcantly reduced the InsP6-mediated
increase of 3H-AMPA binding (Fig. 5A). In addition, heparin prevented the InsP6-
induced elevation ofGluRl subunits ofAMPA receptors in synaptic membranes (Fig.
5B). The effect oflnsP6 on GIuRJ subunits was atso abolished by pretreatment of rat
sections with a hypertonic medium (350 mM glucose) and was flot reproduced by a
similar concentration oflnsS6 that binds with low affinity to clathrin adaptor protein,
suggesting that it requires clathrin-dependent processes (sec f ig. 6A). We also exam
ined the effects oflnsP6 treatment of rat brain sections on Triton X-100 solubility of
GIuR1 subunits in crude synaptic membrane (P2) preparations. In agreement with
previous reports (Wenthold et al., 1996, Lu et aI., 1999), levels of Triton X-100-
insoluble GIuR1 subunits represented about 20% of those occurring in P2 fractions
(fig. 5C). Triton-insoluble AMPA receptors possibty represent receptors incorporated
in PSDs, as the pattern of proteins observed with comassie blue staining of Triton-
insoluble fractions was very similar to that reported by others using standard PSD
preparation procedures, with clear identification of spectrin, actin, and CaMKII (data
flot shown). InsP6-induced elevation of GluRi subunit levels was also observed in
Triton-insoluble fractions (Fig. 5C), suggesting that InsP6 plays a role in regulating
AMPA receptors at PSDs.
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Effects of other inosïtol phosphates on AMPA receptors
It might be argued that InsPs produced by InsP6 dephosphorylation during the
preincubation period can account for the observed modulation of AMPA receptors by
InsP6. Therefore, we examined the effect of several InsPs (InsP5, InsP3, and DPGA)
on GIuR1 subunit levels in P2 fractions. As shown in figure 6, Western blotting ex
periments indicated a dose-dependent increase of GIuR1 immunoreactivity in P2 frac
tions, with a maximal augmentation to about 40% of control values at 200 1iM InsP6.
This effect oflnsP6 on GIuR1 appeared to be relatively specific, since it was not re
produced by InsS6 and other phosphate compounds such as InsP5, InsP3, and DPGA.
In fact, our immunoblot experiments revealed that both InsP5 and InsP3 are capable
of reducing GIuR1 immunoreactivity in P2 fractions (fig. 6), suggesting that AMPA
receptors can be differentially regulated by InsPs.
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Discussion
In this study, we determined the effects of InsP6 treatment of frozen-thawed
rat brain sections on AMPA and NMDA receptors. Western blot and ligand-binding
analysis revealed that InsP6 treatment ofbrain sections selectively modulated AMPA
receptof properties. In particular, InsP6 ptoduced an increase in the levels of GIuRÏ
and GIuR2 subunits of AMPA receptors in crude mitochondrial/synaptic (P2) frac
tions prepared from rat brain sections. In contrast, the amounts ofthese subunits were
reduced in microsomal (P3) fractions, suggesting that AMPA receptor distribution
between intracellular and plasma membrane compartments was altered by InsP6
treatment. Quantitative autoradiography of3H-MvWA binding similarly revealed that
InsP6 treatment enhanced 3H-AMPA binding sites in several regions, although modu
lation of AMPA binding appeared to be different in various brain structures. Whether
regional differences in the effects of InsP6 are due to heterogeneity of AMPA recep
tors or to regional variations in the ability of tissues to generate the InsP6 effect is not
clear. Nevertheless, the observation that AMPA receptor modulation by InsP6 was
maximal in the hippocampus and cerebeltum is entirely consistent with the distribu
tion of InsP6 binding sites in these brain regions (Hawkins et al., 1990, Parent and
Quirion, 1994), raising the possibility that endogenous InsP6 plays an important role
in the regulation of AMPA receptors. There are relatively few studies on the regula
tion of surface receptors by InsP6. With regard to the present investigation, Kar et al.
(1994) reported an interaction between InsP6 and insulin-like growth factor receptor
II (IGf II) in rat brain sections. InsP6 also reduced light-induced desensitization of
rhodopsin (Palczewski et al., 1992), presumably through direct binding to arrestin
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(Palczewski et al., 1991), suggesting that InsP6 participates in the control of G
protein-coupled receptors. In agreement with hi s prediction, agonist-induced desensi
tization of substance P receptors was blocked by InsP6 in Xenopiis oocytes (Sasa
kawa et al., 1994). AMPA receptors, originally identified as classical ionotropic te
ceptors, were recently found to exhibit metabotropic activity. In particular, AMPA
receptor stimulation reduced both pertussis toxin induced ADP ribolysation of GŒi 1
and forskolin-induced cAMP elevation in cultured cortical neurons and membrane
preparations (Wang et al., 1997). Interestingly, GŒ11 coimmunoprecipitated with
GIuR1 in AMPA-treated cultures but not in control cultures, suggesting the involve
ment of ionotropic AMPA receptors in metabotropic signaling cascades. The mecha
nism of interaction between AMPA receptors and G proteins is still unclear, although
an AP might be involved. One indication that this idea might be true is the recent ob
servation that GIuR2 subunits coimmunoprecipitated with AP (Man et al., 2000). The
recognized interaction of InsP6 with AP-2 calls attention to the possibility that InsP6
might contribute to the regulation of MvIPA receptor levels in synaptic membranes. It
is well-recognized that AP-2 binds to the cytoplasmic tail of a number of membrane
receptors and is involved in the internalization of neurotransmitter receptors. In par
ticutar, AP-2 is known to interact with receptors for IGf II and to mediate the endo
cytosis of IGf II as welt as other signaling peptides, such as transforming growth
factor f3 (Glickman et al., 1989 Kar et al., 1994). Once recruited to the inner surface
of the plasma membrane, AP-2 is likely to initiate the formation of clathrin-coated
pits by triggering the assembly of clathrin triskelion subunits into a polygonal lattice
that causes bending of the membrane into the coated pit structure (Heuser and Keen,
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1988; Mahaffey et al., 1990). Clathrin-coated pits detach from the plasma membrane
by a GTP-dependent fission reaction mediated by the GTPase dynamin, and the re
sulting coated membrane vesicles become internalized (Koenig and Ikeda, 1989).
InsP6, by interacting with AP-2, inhibits clathrin assembly and vesicle trafficking,
suggesting its influence on receptor compartmentalization (Sasakawa et aI., 1995). In
the present investigation, the levels of some GIuR subunits were increased in crude
mitochondrial/synaptic (P2) fractions and decreased in microsomal (P3) fractions
following InsP6 treatment. As predicted, heparin was found to block the InsP6-
induced change of AMPA receptor compartmentalization, suggesting that InsP6
modulation of AMPA receptors is due to an interaction with APs. The present resuits,
together with recent works revealing that intracellular MvIPA receptors are colocal
ized with EPSJ5 and AP-2 (two components ofclathrin-coated pits), support the con
tention that AMPA receptors might undergo internalization into clathrine coated vesi
des (Carroli et al., 1999; Man et al., 2000; Wang and Linden, 2000). A putative bio
chemical model that accounts for the control of AMPA receptors by InsP6 is repre
sented in Figure 7. It should be noted that this model assumes that internalization of
AMPA receptors takes place in rat brain sections in the absence of an exogenous
source of energy. further studies are needed to verify this assumption. Our resuits
clearly indicate that the changes produced by InsP6 on the AMPA subtype ofgluta
mate receptors are not due to chemical artifact, as InsP6 treatment did not modify
either 3H-glutamate binding to NMDA receptors or the levels of NR1 and NR2A
subunits in either P2 or P3 fractions. These data are in good agreement with previous
studies showing that, while NMDA receptors are not modified by various biochemi
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cal and physiological manipulations, AMPA receptors are easily altered under such
conditions. For instance, pretreatment of telencephalic membranes with certain cal
cium-dependent phospholipases selectively enhanced agonist binding to AMPA but
not NMDA receptors (Massicotte and Baudry, 1990; Massicotte et al., 1990). The
reasons for such differences in behaviour ofAMPA and NMDA receptors after InsP6
treatment are presently unknown. Different subunit compositions and/or an associa
tion of receptors with synaptic or cytoskeletal proteins might explain the selective
action oflnsP6. In this regard, it is noteworthy that intracellular proteins, such as glu
tamate receptor interacting protein and N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein,
were recently identified as AMPA receptor-interacting proteins (Lin and Sheng,
1998; Nishimune et aI., 1998). We need to determine whether InsP6 treatment has
any effect on the interactions of AMPA receptor subunits with any of these proteins.
The ability of InsP6 to modulate AN’WA receptor properties might greatly facilitate
etucidation of the molecutar mechanisms responsible for activity-dependent regula
tion of AMPA receptor-targeting synapses and synaptic membranes. It 5 110W estab
lished that experimental manipulations of neuronal activity can cause redistribution of
AMPA receptors toward or away from synaptic sites (Lissin et al., 199$; Carrol et al.,
1999). The present biochemical observations are consistent with the notion ofa rapid
cycling of AMPA receptors in and out of postsynaptic membranes (Luscher et al.,
1999; Shi et al., 1999) and with the demonstration that these receptors might be regu
lated by dynamin-dependent endocytosis (Carroll et al., 1999). On the other hand, a
rote for InsP6 in regulating AMPA-receptor internalization is consistent with studies
on synaptic plasticity that have indicated that membrane fusion events (Lledo et al.,
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1998), insertion offunctional AMPA receptors (Isaac et al., 1995; Liao et al., 1995),
and 3H-AMPA binding (Maren et al., 1993) are modulated during LTP. The fact that
InsP6 levels can be rapidly modifled in cultured cerebellar granule celis upon depo
larization with high potassium (Sasakawa et aI., 1993) strongly suggests that neuronal
activity and InsP6-induced modulation of AMPA receptor number at postsynaptic
membranes might be interrelated. This is an intriguing possibitity that warrants fur
ther investigation. Our results underscore that AMPA-receptor distribution in neurons
might be under the control oflnsP6 production. 0f course, the functional significance
of this modulation remains unknown; further experiments on the interactions of
AMPA receptors with InsP6 should provide interesting information on the control of
synaptic operation. In particular, additional experiments remain to be performed to
establish whether the observed action of InsP6 can also be exerted during ligand
mediated endocytosis of AMPA receptors in neurons. 0f course, future work will
also include elucidation of the mechanisms and functional significance underlying
changes in A1’fPA receptor properties generated by other InsPs, such as InsP5 and
InsP3.
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Figure Iegends
FIGURE 1. Modulation of AMPA receptor binding by InsP6. A: Adjacent hori
zontal sections at the level of the dorsal hippocampus were preincubated at 35°C
(solid circles) or 22°C (open circles) for 1 h with increasing concentrations (1—300
1.tM) oflnsP6. The results represent InsP6-induced modulation of 3H-AMPA binding
and are expressed as percent of basal binding determined in sections preincubated
with buffer alone. The data are means ± SEM of values obtained from at Ieast 5 rats
with three different measurements per rat. B: Computer-generated images of autora
diograms of3H-MvWA binding in rat brain sections preincubated at 35°C for 1 h in
the absence or presence of 200 1.tM InsP6. C: Autoradiographs like those shown in B
were analyzed with an image analysis system for the various hippocampal regions
(OR, stratum oriens, RAD, stratum radiatum, DG, molecular layer of the dentate
gyrus). The results obtained for the different regions ofcontrol (open bars) and InsP6-
treated (200 plvI; solid bars) sections are expressed in pmoi/mg ofprotein. D: Same as
C, but representing 3H-AMPA binding to nonhippocampal structures (CTX, inner
layers III—VI ofthe parieto-temporai cortex; STRIA, striatum; MOL, molecular layer
ofthe cerebellum; GRAN, granular layer ofthe cerebellum; THAL, thalamic nuclei).
The data are means ± SEM of values obtained from at least 6 rats with at Ieast eight
different measurements per rat for each ofthe cerebral regions examined. < 0.05,
< 0.01 (Scheffe’s test).
FIGURE 2. Effect of InsP6 on binding properties of AMPA receptors in the hp
pocampus formation. Scatchard plots of 3H-AMPA binding in the stratum radiatum
of the CAl region of sections preincubated without (open squares) and with (solid
squares) 200 iM InsP6. 3H-AMPA binding was determined using concentrations
ftom 20 nM to 6 iM, and autoradiography was performed as described in Materials
and Methods. The data are presented as Scatchard plots (B/F, bound/free) and are
analyzed by the Inplot program from Graf-Pad to generate Kd and Bmax; Scatchard
plots are the results of experiments performed in 5 different animais.
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FIGURE 3. Effect of InsP6 on NMDA receptor binding. A: Computer-generated
images of autoradiograms of 3H-glutamate binding to NMDA receptor sites in rat
brain sections preincubated at 35°C for J h in the absence or presence of 200 jiM
InsP6. B: Autoradiographs like those shown in A were analyzed with an image analy
sis system for the various hippocampal regions (OR, stratum oriens, RAD, stratum
radiatum; DG, molecular layer of dentate gyms). The results obtained for the differ
ent regions ofcontrol (open bats) and InsP6-treated (200 1.cM; solid bars) sections are
exptessed in pmol/mg ofprotein. C: Same as B but represent 3H-glutamate binding to
nonhippocampal structures (CTX, inner layers III—VI of the parieto-temporal cortex;
STRIA, striatum; MOL, molecular layer ofthe cerebellum; GRAN, granulat layer of
the cerebellum; THAL, thalamic nuclei). The data are means ± SEM of values ob
tained from at least 6 rats with at least eight different measurements per rat for each
ofthe cerebral regions examined.
FIGURE 4. Effect of InsP6 treatment on subcellular localization of glutamate
receptor subunits. A: Adjacent horizontal sections at the level of the dorsal hippo
campus were preincubated at 35°C for 1 h in the absence (open bars) or presence
(solid bars) of 200 pM InsP6. After incubation, mitochondrialJsynaptic (P2) and mi
crosomal (P3) fractions were prepared by subcellular fractionation. Western blots
were performed using antibodies against the C-terminal domain of GIuRI and GIuR2
subunits of AMPA receptors. Blots were digitized, and the intensity of the 105-kDa
bands was quantified (grey values). Representative Western blots showing InsP6-
induced modulation of the levels of AMPA receptor subunits in both P2 and P3 frac
tions are presented above the graph. B: Same as A for NRJ and NR2A subunits of
NMDA receptors. Results are expressed as percent ofcontrol values and represent the
means ± SEM of 6—8 experiments. J3 < 0.05, compared with control values
(Scheffe’s test).
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FIGURE 5. Effect of heparin and Triton X-100 on InsP6-induced modulation of
AMPA receptors. A: Adjacent horizontal sections at the level of the dorsal hippo
campus were preincubated at 35°C for 1 h with 2 U/ml heparin in the absence (open
bars) or presence (solid bars) of 200 iM InsP6. 3H-AMPA binding to whole sections
was determined, as described in Materials and Methods. Resuits are expressed as per
cent of basal binding in control sections. Data are means ± SEM of values obtained
from 5 rats. B: Same as A for the GIuR1 subunits of ATvWA receptors. Mitochon
drial/synaptic (P2) fractions of rat brain sections were prepared by subcellular frac
tionation, and Western blots were performed using antibodies against the C-terminal
domain of GIuR1 subunits. Resuits are expressed as percent of control values and
represent means ± SEM of six experiments. C: Adjacent horizontal sections at the
level of the dorsal hippocampus were preincubated at 35°C for I h in the absence
(open bars) or presence (solid bars) of 200 pM InsP6. After incubation, mitochon
drial/synaptic (P2) fractions were prepared by subcellular fractionation and subjected
to Triton X-100 extraction. Western blots were performed using antibodies against
the C-terminal domain ofGluRl subunits. Results are expressed as percent ofcontrol
values found in P2 control fractions and represent the means ± SEM of five experi
ments. **P < 0.0 1, compared with control values (Scheffe’s test).
FIGURE 6. Effects of varlous phosphate compounds and InsS6 on GIuR1 sub
units. A: Adjacent horizontal sections at the level of the dorsal hippocampus were
preincubated at 35°C for 1 h in the absence or presence of increasing concentrations
(3—3 00 iM) of InsP6 (solid circles), InsS6 (closed squares), and DPGA (solid trian
gles). B: Same as A for sections incubated with 100 i.LM ofvarious phosphate com
pounds and InsS6. Mitochondrial/synaptic (P2) fractions of rat brain sections were
prepared by subcellular fractionation, and Western blots were performed using anti
bodies against the C-terminal domain of GIuR1 subunits. Resuits are expressed as
percent of control values found in P2 control fractions and represent the means ±
SEM offive experiments.
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FIGURE 7. Working model of InsP6-mediated modulation of AMPA receptor
properties. A: Downregulation of AMPA receptors is initiated by internalization,
leading to a Ioss ofreceptors in plasma membranes. One ofthe components ofrecep
tor internalization is the clathrin assembly protein AP-2, which is required for coated
pits and coated vesicle formation. B: InsP6 binding to AP-2 would block clathrin as
sembly and receptor internalization, promoting the maintenance of AMPA receptors



























































































































































































































Les données recueillies dans le cadre de cette thèse ont démontré que les pro
blèmes d’apprentissage et de mémorisation rapportés chez les modèles animaux de la
maladie d’Alzheimer et du diabète de type 1 sont corrélés à un déficit d’expression de
la PLT dans la région CAl de l’hippocampe. Bien que les mécanismes sous-jacents à
ces déficits soient différents chez les souris NOD et déficientes en apoE, nous avons
démontré l’importance du système glutamatergique dans la neurotransmission excita
trice (Valastro et al., 2001a; Valastro et al., 2002). Parallèlement, puisque le mou
vement des RAMPA contribue aussi à la plasticité synaptique, nous nous sommes
intéressés aux molécules endogènes qui seraient à même de réguler l’insertion ou le
retrait des RAIvWA au niveau synaptique (Valastro et al., 200 lb).
Pour faire suite aux résultats présentés dans les sections précédentes, nous
tenterons, dans les pages qui suivent, d’expliquer les mécanismes cellulaires et bio
chimiques associés au déficit de PLT observé chez les souris NOD et déficientes en
apolipoprotéine E, de même que le rôle de l’inositol hexakisphosphate (InsP6) dans la
répartition des récepteurs AMPA et NMDA.
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Influence de la déficience en apolipoprotéine E sur la régula
tion des récepteurs AMPA
Notre étude réalisée sur les souris déficientes en apolipoprotéine E nous a
permis de définir les propriétés de liaison des récepteurs MvWA lors d’un état patho
logique similaire à la maladie d’Alzheimer, mais aussi de comprendre les problèmes
d’apprentissage et de mémorisation observés par plusieurs groupes de recherche chez
ces animaux (Masliah et al., 1995; Gordon et al., 1996; Masliah et al., 1997; Vein
bergs et aï., 1998; Krzywkowski et al., 1999; Teter and Ashford 2002). Tout
d’abord, sur le plan électrophysiologique, nous avons démontré que l’amplitude de la
PLT était diminuée dans la région CAl de l’hippocampe des souris adultes déficien
tes en apoE (Valastro et al., 2001). Si l’on considère l’hypothèse présynaptique vou
lant que ce phénomène résulte d’une augmentation de la relâche de neurotransmet
teurs, ce déficit pourrait être associé à une relâche inadéquate de glutamate ou encore
à la production insuffisante de messagers rétrogrades par l’élément postsynaptique
(Bliss and Collingridge 1993). Par contre, une étude électrophysiologique réalisée
sur ce modèle animal a démontré que les mécanisme présynaptique responsable de la
relâche du glutamate n’était pas altéré par cette condition pathologique
(Krzywkowski et aL, 1999), ce qui élimine l’hypothèse voulant que le déficit
d’expression de la PLT soit associé une diminution de la relâche de neurotransmet
teur. En ce qui a trait aux messagers rétrogrades, il peut être suggéré qu’une baisse
d’activité de la PLA2 soit à l’origine d’une diminution de la synthèse d’acide arachi
donique (AA) (Krzywkowski et al., 1999). Vu l’importance de ce messager dans
l’expression de la PLT, un changement de concentration serait à même de modifier
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l’expression de ce phénomène électrophysiologique. Toutefois, puisque l’activité de
la PLA2 n’est pas diminuée dans l’hippocampe des souris adultes déficientes en apoE
(Patrick et aÏ., 2000), il nous apparaît peu probable que le problème de potentialisa
tion présenté dans notre étude soit causé par un diminution de la synthèse d’AA.
Tel que mentionné dans l’introduction, l’élément postsynaptique joue aussi un
rôle important dans les phénomènes d’induction et d’expression de la PLT. Par
conséquent, le fait que la fonction présynaptique semble intacte chez les souris adul
tes déficientes en apoE nous permet d’envisager que le déficit en PLT puisse être
associé d’une part aux récepteurs NMDA responsables de l’induction de la PLT ou
d’autre part à un changement de la régulation ou du nombre des RAMPA présents
dans la membrane synaptique.
Concernant la première hypothèse, une étude réalisée par le Dr Krzywkowski
et ses collaborateurs a démontré que les propriétés biochimiques et électrophysiologi
ques du RNMDA n’étaient pas affectées par la condition pathologique de ces ani
maux (Krzywkowski et al., 1999). Par conséquent, des modifications relatives à la
conductance du canal ionique ou aux propriétés de liaison du RNMDA ne pourraient
expliquer l’incapacité des neurones de la région CAl à produire la PLT chez les sou
ris adultes déficientes en apoE.
Dans le cas des RAMPA, nos expériences d’autoradiographie quantitative
n’ont révélé aucun changement concernant la liaison de l’agoniste 3H-AMPA aux
récepteurs AMPA et ce, autant chez les souris adultes et âgées (Valastro et al., 2001).
Puisque ces résultats vont à l’encontre de l’hypothèse voulant que le nombre de ré
cepteurs AMPA soit modifié par la déficience en apoE, nous suggérons que le déficit
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en PLT soit plutôt le résultat d’une mauvaise régulation des RAMPA par les enzymes
présentes au niveau cellulaire. À cet effet, plusieurs évidences expérimentales ont
démontré que l’activation de la PLA2 augmente l’affinité des récepteurs ATvWA pour
leur ligand alors que son inhibition prévient la formation de PLT dans la région CAl
de l’hippocampe (Massicotte et al., 1990; Massicotte et aI., 1991). Parallèlement, il a
été rapporté que l’augmentation d’affinité des RAMPA observé avec la PLA2 était
reproduit par l’incorporation de la phosphatidylsérine (PS) dans des sections cérébra
les de rat (Gagne et aC, 1996). Puisqu’une étude récente stipule que le défaut de PET
observé chez les souris adultes déficientes en apoE serait associé à une mauvaise ré
gulation des récepteurs AMPA par la PLA2 (Patrick et al., 2000), nous avons induit, à
l’aide de la PS, des modifications lipidiques représentatives de celles induites par la
PLA2. Cependant, notre étude à démontré que l’augmentation de liaison normale
ment observée suite à l’ajout de PS n’est pas reproduit chez les souris adultes défi
cientes en apoE (Valastro et al., 2001), ce qui suggère que l’absence de potentialisa
tion observée chez ces souris adultes résulterait d’une mauvaise régulation des
RA]VWA par l’environnement lipidique. D’ailleurs, des études similaires réalisées sur
des ratons et sur des rats diabétiques ont rapporté que l’absence de modulation des
RAvWA par la PS était corrélée à un déficit en PLT (Gagne et al., 1996; Gagne et al.,
199$).
Contrairement aux résultats obtenus chez les souris adultes, nous avons cons
taté que l’expression de la PLT était possible dans la région CAl des souris âgées et
que la PS n’influençait pas l’affinité des RAMPA pour le ligand 3H-AMPA (Valastro
et al., 2001). Puisque le déficit en apoE ne semble pas affecter le système glutama
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tergique de animaux âgés, nous suggérons qu’ils développent un mécanisme compen
satoire leur permettant de diminuer les altérations causées par l’absence d’apoE
(Valastro et aÏ., 2001). Bien que ce mécanisme reste à préciser, l’apolipoprotéine J
(apoJ) pourrait peut-être expliquer les résultats observés chez les souris âgés. Impli
quée dans le transport du cholestérol et des phospholipides cérébraux, cette apolipo
protéine jouerait un rôle protecteur à l’échelle du cerveau (Montpied et aÏ., 1998), ce
qui laisse présager qu’elle pourrait compenser pour la perte des apolipoprotéines E
chez les souris âgées. Parallèlement, puisque la perméabilité de ta barrière héma
toencéphalique est altérée chez ce modèle animal (Fullerton et al., 2001), nous ne
pouvons exclure la possibilité que les apolipoprotéines A et D plasmatiques pénètrent
à l’intérieur du SNC et compensent elles aussi pour le déficit en apoE.
Malgré le fait que les souris âgées affichent des propriétés biochimiques et
électrophysiologiques quasi normale, il est important de mentionner que des problè
mes d’apprentissage ont été observés chez ces animaux dans le labyrinthe Morris ce
qui soulève l’hypothèse que d’autres systèmes impliqués dans les processus
d’apprentissage soient lésés chez ces souris âgées (Oitzt et al., 1997).
À la lumière des résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons affirmer que
l’apoE influence le maintien de la plasticité synaptique de même que la régulation des
récepteurs glutamatergiques de type AMPA.
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Influence des RNMDA lors du diabète de type 1
Le diabète de type 1 est un désordre métabolique qui affecte à la fois le sys
tème nerveux périphérique et le système nerveux central. Bien que la perte de sensi
bilité des membres inférieurs et les problèmes de cécité soient les atteintes les plus
fréquemment abordées lors du diabète, des troubles d’apprentissage et de mémorisa
tion ont aussi été observés chez les patients et chez les modèles animaux atteints du
diabète de type 1. Plus particulièrement, des problèmes électrophysiologiques, mor
phologiques et comportementaux comparables à ceux observés chez les souris défi
cientes en apolipoprotéine E ont été rapportés chez un modèle chimique de diabète de
type 1. Plus précisément, un déficit d’expression de la PLT dépendante des RNMDA
de même que des problèmes d’apprentissage dans les labyrinthes de Morris et en
forme de T ont été observés chez les rats traités à la STZ (Flood et al., 1990; Biessels
et al., 1996; Kamal et al., 2000). De plus le déficit en PLT serait associé, tout comme
chez les souris déficientes en apoE, à un problème postsynaptique puisque la fonction
présynaptique semble bien préservée chez ces animaux diabétiques (Zucker 1989;
Biessels et al., 1996).
Bien que ce modèle chimique de diabète soit fréquemment utilisé, nous nous
sommes tournés vers des souris génétiquement prédisposées au diabète de type 1, les
souris NOD, dans le but d’étudier l’impact de la phase aigue de la maladie sur les
caractéristiques électrophysiologiques et biochimiques du système glutamatergique.
Tel que mentionné précédemment, les données obtenues chez les rats traités à la STZ
reflètent les conséquences de trois mois de diabète alors que celles fournies par les
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souris NOD permettent d’évaluer l’impact de l’hyperglycémie précoce et non contrô
lée sur le SNC.
Tout comme chez les souris déficientes en apoE, notre étude électrophysiolo
gique a révélé la présence d’un déficit d’expression de la PET dépendante des récep
teurs NMDA dans la région CAl des souris NOD (Valastro et aÏ., 2002). Puisque les
mêmes observations ont été réalisées chez les rats traités à la streptozotocine, ceci
suggère que les caractéristiques physiopathologiques du diabète de type 1, soit
l’hyperglycémie et l’hypoinsulinémie, altèrent la transmission synaptique dans cette
région de l’hippocampe (Chabot et al., 1997). D’ailleurs, il a été démontré qu’une
augmentation importante du glucose sanguin affecte les mécanismes sous-jacents à
l’expression de la PLT alors qu’une hyperglycémie modérée de l’ordre de l5mmol/L
ne serait pas associée à un déficit de potentialisation (Biessels et al., 1996). Puisque
nous avons démontré que le déficit en PET était renversé par l’injection d’insuline,
nos observations vont dans le même sens que celles rapportées par l’équipe du Dr
Biessels et suggèrent que l’état hyperglycémique soit bel et bien responsable des at
teintes du SNC lors du diabète.
Du point de vue biochimique, l’autoradiographie quantitative et la technique
d’immunobuvardage de type Western ont permis d’associer le déficit de potentialisa
tion à la présence de RNMDA atypiques chez les souris NOD. Tout d’abord, une
augmentation significative de la liaison du 3H-Glutamate aux RNMDA a été obser
vée dans la région de l’hippocampe et du cortex interne, laquelle serait associée, dans
le cas du cortex interne, à une augmentation du nombre de sites de liaison pour le
glutamate plutôt qu’à un changement d’affinité du récepteur pour son ligand.
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(Valastro et aÏ., 2002). Puisque la liaison de l’agoniste 3H-Glutamate est assurée par
la sous-unité NR2, nous avons émis l’hypothèse que le nombre de sous-unités NR2
soit augmenté chez ces souris. Au niveau expérimental, cette suggestion a été
confirmée par la technique d’immunobuvardage de type Western puisqu’une aug
mentation significative de la sous-unité NR2A a été observée chez les souris NOD.
Concernant l’implication de cette sous-unité dans la neurotransmission excitatrice, sa
présence semble nécessaire à la formation de la PET dans certaines régions du cer
veau puisque son association avec NR1 génère une entrée calcique cinq fois plus im
portante que toute autre association de sous-unités (Medina et aÏ., 1995; Grant et al.,
1997). À la lumière de ces informations relatives à la conductance des RNMDA,
l’augmentation de la sous-unité NR2A rapportée chez les souris NOD suggère qu’il y
ait une entrée massive de calcium dans l’élément postsynaptique, un phénomène re
connu comme étant toxique pour les cellules nerveuses. Par conséquent, nous ne
pouvons exclure la possibilité que l’expression de récepteurs NMDA atypiques expli
que les problèmes de potentialisation observés chez les souris NOD. Cependant, il
est important de mentionner qu’un contrôle rigoureux de la glycémie par l’insuline
renverse l’augmentation de la sous-unité NR2A de même que te déficit de potentiali
sation chez ces animaux.
Dans le même ordre d’idée, nous savons que l’augmentation intracellulaire de
calcium généré suite à l’ouverture des canaux NMDA influence l’activation des en
zymes calcium-dépendantes et conséquemment les propriétés de liaison des RAÏvWA.
À ce sujet, une augmentation de la liaison de l’agoniste tritié 3H-AMPA a été démon
trée dans la plupart des régions cérébrales des souris NOD, plus particulièrement au
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niveau de l’hippocampe (Valastro et aI., 2002). Contrairement aux RNMDA, cette
augmentation de liaison serait associée à un changement d’affinité du récepteur pour
le ligand plutôt qu’à une augmentation du nombre de sites de liaison. Bien que les
causes exactes de ce changement d’affinité ne soient pas établies, il est bien connu
que la PLA2 régule la liaison du RAMPA via des modifications de l’environnement
lipidique des récepteurs. Par conséquent, nous pourrions avancer l’hypothèse que le
changement d’affinité des RAMPA soit associé à l’activation accrue de la PLA2 et ce,
conséquemment à l’entrée importante de calcium via les RNMDA atypiques présents
au niveau postsynaptique. Parallèlement, des résultats préliminaires ont démontré que
l’ajout de PS sur des sections de souris NOD diminuait la liaison de l’agoniste 3H-
AN’WA à son récepteur, ce qui propose, tout comme dans l’étude précédente, qu’un
changement de l’environnement du récepteur soit à l’origine de l’augmentation
d’affinité des RAMPA observée chez les souris NOD. Bien que cette hypothèse soit
très plausible, nous avons aussi vérifié si la composition des RAMPA pouvait être
responsable de cette augmentation de liaison mais aucune différence d’expression n’a
été observée pour les sous-unités GluRl et GIuR2/3.
Pour terminer, l’ensemble des résultats présentés dans cette étude suggère que
l’état hyperglycémique présent lors du diabète affecte les caractéristiques biochimi
ques et électrophysiologiques des souris NOD. Puisque le déficit de PLT et
l’augmentation du nombre de sites de liaison au niveau des RNMDA sont renversés
par un traitement à l’insuline, ces observations proposent qu’un mauvais contrôle de
la glycémie chez des patients diabétiques puisse être à l’origine des problèmes cogni
tifs présents lors du diabète de type I.
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Régulation des récepteurs au glutamate par les inositols p0-
lyphosphates
Tel que mentionné dans les deux sections précédentes, la régulation du sys
tème glutamatergique contribue au bon fonctionnement de la transmission synapti
que. Bien que le diabète et la maladie d’Alzheimer affectent différemment les récep
teurs AMPA et NMDA, elles ont en commun une caractéristique métabolique impor
tante, c’est-à-dire de voir leur concentration intracellulaire de myo-inositol fluctuer
avec la pathologie. Dans le cas du diabète de type 1, le ralentissement de la conduc
tion nerveuse et la perte de sensibilité présente chez les patients seraient associés à
une diminution de la quantité d’inositol à l’intérieur des neurones. Plus précisément,
cette baisse d’inositol serait corrélée à l’augmentation du glucose sanguin puisqu’il
est suggéré qu’un contrôle étroit de la glycémie prévienne ce déficit et améliore
l’activité de la pompe Na-K1-ATPase responsable de la conduction de l’influx ner
veux (Yorek et al., 1993b; Yorek et al., 1993a). De plus, il a été démontré de façon
expérimentale qu’un supplément alimentaire d’inositol diminuait, chez les rats, les
symptômes périphériques associés au diabète en augmentant l’activité de la pompe
Na-K-ATPase (Yorek et al., 1993). Toujours dans le même ordre d’idée, une étude
réalisée sur des rats traités à la streptozotocine a démontré que la concentration de
myo-inositol n’était pas affecté chez ces animaux, mais que la perméabilisation de la
barrière hématoencéphalique normalement présente chez ce modèle était renversée
par les myo-inositols (Knudsen et al., 1989).
Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, différentes études ont démontré que la
concentration de myo-inositol était augmentée de 15% dans le cerveau des patients
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atteints par la maladie (Antuono et al., 2001, Huang et al., 2001; Chantai et aL, 2002;
Firbank et al., 2002). À ce niveau, l’association entre les myo-inositols et une forme
soluble d’amyloïde nommée A1342 serait responsable de la formation des plaques
séniles caractéristiques de cette maladie neurodégénérative. Toutefois, ce complexe
myo-inositol/A42 ne semble pas toxique lorsque testé sur des cellules PCJ2 et sur
des cultures primaires de neurones (McLaurin et al., 2000).
Bien que les inositols soient associés au diabète et à la maladie d’Mzheimer,
très peu d’information est disponible quant à l’impact des différents inositols sur les
récepteurs responsables des processus de mémorisation, en l’occurrence les récep
teurs glutamatergiques. Puisque nous avons démontré dans les deux études précéden
tes que les récepteurs AMPA et NMDA sont modifiés par les caractéristiques physio
pathologiques du diabète et de la maladie d’Alzheimer, nous nous sommes intéressés
à l’impact que peut avoir les myo-inositols, et plus particulièrement le D-myo-inositol
1,2,3,4,5,6 hexakisphosphate (InsP6) sur les récepteurs glutamatergiques de type io
notrope.
Les premiers résultats obtenus avec la technique d’autoradiographie quantita
tive ont révélé une augmentation de la liaison du ligand 3H-AMPA en présence
d’InsP6, laquelle serait circonscrite à la région hippocampale et au cervelet (Valastro
et al., 2001). Puisque les sites de liaison pour l’InsP6 sont aussi présents ces deux
régions cérébrales (Hawkins et al., 1990; Parent and Quirion 1994), il est possible
que l’InsP6 intervienne, via l’activation des différents mécanismes cellulaires, dans la
régulation des récepteurs AMPA. D’ailleurs, il a été démontré que l’InsP6 régule la
liaison d’autres récepteurs, dont celui pour le facteur de croissance à l’insuline (IGf
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II) et pour la substance P, ce qui renforce l’idée voulant que cette molécule puisse
modifier les caractéristiques de liaison du RAMPA (Kar et aI., 1994). Concernant les
récepteurs NÎvIDA, l’InsP6 n’aurait aucun impact sur les propriétés de liaison de ces
récepteurs puisqu’aucune différence de liaison n’a été observée avec le 3H-Glutamate
dans les régions cérébrales de rat. Bien que ces résultats suggèrent que les récepteurs
glutamatergiques de type ionotrope soient régulés différemment par l’InsP6, ceci
n’est gère surprenant compte tenu du fait que les propriétés des RNMDA ne sont pas
régulées par les mêmes mécanismes cellulaires que les RMvWA. Par exemple, la
PLA2 n’influencerait pas la liaison des agonistes aux RNMDA et il en serait de même
pour la régulation par la PS (Massicotte and Baudiy 1990; Gagne et al., 1996).
Du point de vue fonctionnel, la molécule d’InsP6 est impliquée dans le mou
vement des vésicules synaptiques et dans la répartition des récepteurs entre ta mem
brane synaptique et le compartiment intracellulaire (Sasakawa et al., 1995). Pour ce
faire, l’InsP6 doit interagir avec différentes protéines responsables du mouvement des
récepteurs dont la molécule adaptatrice AP-2 (Timerman et ciL, 1992; Vogtmaier et
al., 1992). Impliquée dans le recrutement des récepteurs destinés à l’endocytose,
l’AP-2 interagit avec le domaine C-terminal de la sous-unité GluR2 des RAMPA et
mène à l’internalisation des récepteurs via un mécanisme clathrine-dépendant (Mail et
al., 2000). Puisque l’InsP6 interagit avec I’AP-2 et que cette liaison prévient
l’assemblage de la clathrine, nous nous sommes intéressés à l’effet de l’InsP6 sur la
répartition des sous-unités GIuR1 et GtuR2/3 des récepteurs AMPA entre la mem
brane synaptique et le compartiment intracellulaire. Concernant ces sous-unités, une
augmentation d’immunoréactivité a été observée dans la fraction synaptique (P2)
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alors qu’une diminution a été rapportée dans la fraction microsomale (P3). De plus,
nous avons démontré que cette répartition des sous-unités GIuR1 et GIuR2/3 était
renversée par l’héparine, une molécule endogène qui abolit la liaison InsP6/AP-2
(Theibert et al., 1991). Par conséquent, ces observations, de même que celles rappor
tant que l’AP-2 et l’EPS 15 sont localisés près des RAMPA (Carroll et al., 1999; Man
et aÏ., 2000), renforcent l’idée que les RAMPA soient endocytés via un mécanisme
dépendant de la clathrine et que l’InsP6 inhibe ce phénomène en empêchant
l’association de l’AP-2 avec la clathrine.
Bien que les premiers résultats obtenus avec l’InsP6 suggèrent que cette mo
lécule prévienne l’endocytose des RAMPA, l’authenticité de cet effet doit être vérifié
puisque nous ne pouvons exclure la possibilité qu’il soit causé par la déphosphoryla
tion de la molécule d’InsP6. Par conséquent, nous nous sommes intéressés à l’effet
de l’InsP3, du DPGA et de l’InsP5 sur la répartition des sous-unités du RAMPA. Du
point de vue expérimental, l’augmentation de la sous-unité GluRi rapportée avec
l’InsP6 semble spécifique à cette forme d’inositol puisqu’elle n’est pas reproduite par
les autres composés utilisés, bien que ceux-ci modulent chacun à leur façon les
RMvWA. Dans le même ordre d’idée, nous avons aussi vérifié l’hypothèse que les
charges négatives de l’InsP6 puissent être à l’origine de l’effet observé sur les
RAMPA. Toutefois, l’utilisation de l’InsS6, une molécule aussi chargée que l’InsP6,
n’a pas reproduit l’effet sur les RAMPA ce qui permet de conclure à la spécificité des
résultats observés.
Concernant les RNMDA, l’InsP6 ne semble pas affecter ta répartition des
sous-unités NR1 et NR2A puisque aucune différence n’a été rapportée entre le com
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partiment synaptique et microsomal. Bien qu’il ait longtemps été admis que les
RNMDA étaient très peu mobiles, des données récentes suggèrent que ce récepteur
soit apte à changer de compartiment et que ce changement de position serait régulé
par les sous-unités qui le composent (Barria and Malinow 2002). Par conséquent, tes
données rapportées dans notre étude vont à l’encontre des récents développements
dans le domaine des récepteurs au glutamate. Par contre, si l’on s’attarde à ces nou
velles observations concernant les RNMDA, elles stipulent que le mouvement des
récepteurs se produit lors du développement et plus précisément que les sous-unités
NR2A remplacent les sous-unités NR2B présentes dans les neurones immatures.
Puisque nous avons utilisé des animaux adultes dans notre étude, ceci pourrait en
partie expliquer pourquoi nous n’avons pas observé de tel changement. Aussi, il
semblerait que le remplacement des sous-unités NR2B par les sous-unités NR2A re
quière la présence d’une activité synaptique quelconque ou simplement d’une relâche
spontanée de neurotransmetteurs, ce qui n’est pas présent dans notre modèle expéri
mental.
Pour terminer, il est bien connu que les récepteurs AMPA et NMDA localisés
dans la densité postsynaptique interagissent avec différentes protéines d’ancrage. Par
conséquent, il est possible que l’InsP6 interfère avec les protéines associées aux
RAMPA mais pas avec celles associées aux RNMDA, d’où les résultats différentiels
observés lors de cette étude. Des expériences plus approfondies, utilisant la culture
de neurones dissociés, permettraient éventuellement de mieux caractériser ce phéno
mène et surtout l’impact des différents inositols sur le mouvement des récepteurs.
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Conclusion
Au fil des ans, les recherches ont su démontrer l’importance du neurotrans
metteur glutamate dans le système nerveux central (SNC) de même que sont implica
tion dans les processus d’apprentissage et de mémorisation. Par contre, plusieurs
chercheurs sont également d’avis que l’activation excessive des récepteurs au gluta
mate joue un rôle primordial dans l’apparition de certaines maladies neurodégénérati
ves dont la maladie d’Mzheimer et les accidents vasculaires cérébraux (AVC).
Au cours de la dernière décennie, les études portant sur la maladie
d’Alzheimer ont grandement été influencées par la découverte d’une relation entre le
niveau d’expression de l’apolipoprotéine E (apoE) et l’incidence de la maladie. De
plus, des problèmes de mémorisation ont aussi été rapportés chez les sujets âgés souf
frant de diabète, ces derniers étant d’ailleurs plus à risque de développer une démence
de type Alzheimer. Puisque les mécanismes à l’origine de ces atteintes neuronales
demeurent inconnus, le présent travail visait à élucider l’impact de l’apoE et du dia
bète sur la fonction glutamatergique du cerveau.
Utilisant la potentialisation à long terme comme modèle électrophysiologique
de la mémoire, nous avons constaté que la déficience en apoE entraîne une perte
d’expression de la PLT dans la région CAl de l’hippocampe. En plus de ces pertur
bations électrophysiologiques, la capacité des phospholipides à moduler l’affinité des
récepteurs AMPA semble aussi perturbée chez les souris adultes déficientes en apoE.
Toutefois, il est important de mentionner que ces altérations électrophysiologiques et
biochimiques satténuent chez les souris âgées ce qui suggère la présence de méca
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nismes compensatoires susceptibles de freiner les effets néfastes du vieillissement.
Dans le même ordre d’idée, un déficit de PLT a également été constaté chez les souris
NOD présentant un diabète de type 1. Dans ce cas précis, les effets néfastes du dia
bète découleraient, non pas d’une perturbation des récepteurs AMPA mais plutôt
d’altérations au niveau des récepteurs NMDA. En fait, nous concluons que ce phé
nomène pourrait expliquer, du moins en partie, la grande vulnérabilité des personnes
diabétiques face aux maladies neurodégénératives.
À la lumière des résultats mentionnés ci-dessus, la régulation des récepteurs
au glutamate apparaît donc caractéristique des troubles cognitifs rencontrés chez les
animaux souffrant de diabète et présentant un statut anormal en apoE. Indépendam
ment de ces considérations pathologiques, notre compréhension des mécanismes cel
lulaires impliqués dans la régulation des récepteurs glutamatergiques membranaires
reste incomplète. Par contre, on reconnaît l’importance que joue les inositols phos
phates dans les processus de signalisation et de trafic cellulaire. Selon notre étude,
l’inositol hexakisphosphate (InsP6) est en mesure d’accentuer l’accumulation des
récepteurs AMPA au niveau de la membrane neuronale et ce, à la défaveur des réser
ves intracellulaires. L’effet rapporté s’avère spécifique aux récepteurs MvWA pré
sents dans les membranes synaptiques et est particulièrement marqué dans la région
hippocampale. Puisque la concentration d’InsP6 varie selon le niveau d’activité des
cellules nerveuses, il est possible d’imaginer que ce métabolite augmente la fonction
des récepteurs AMPA et, par le fait même, favorise la formation des souvenirs.
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En conclusion, l’ensemble des résultats présentés dans cette thèse suggèrent
que l’altération du système glutamatergique constitue une étape importante dans
l’apparition des problèmes mnésiques associés à la maladie d’Alzhei mer et au diabète
de type 1, et supporte la notion que les inositols phosphates soient en mesure d’altérer
la communication neuronale assurée par les récepteurs MvWA. Sur le plan thérapeu
tique, nous en déduisons qu’il serait intéressant d’évaluer si les médicaments com
mercialisés dans le but de freiner les dommages cognitifs chez les sujets Alzheimer
renversent les problèmes de régulation et de PLT rapportés dans les modèles animaux
étudiés dans le présent ouvrage.
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